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AI Možganski tumor glioblastom (GB) je neozdravljiva bolezen z le kratkim 
preživetjem po diagnozi. Standardni načini zdravljenja so kirurška odstranitev, 
obsevanje in nekateri kemostatiki, kar pa bolnika zaščiti le pred zgodnjo 
ponovitvijo tumorja, ki je povprečno poldrugo leto. Ena od potencialnih novih 
terapij je uporaba oziroma so-uporaba različnih vrst kanabinoidov (npr. 
tetrahidrokanabinol, kanabidiol). Iz objavljenih študij je razvidno, da te substance 
spodbujajo apoptozo ter zavirajo angiogenezo in invazijo glioblastomskih celic. 
Namen tega dela je bil ugotoviti izražanje proteinov in genov kanabinoidnih 
receptorjev CB1 in CB2 v glioblastomskih celicah in tkivih. Nadalje smo doličili 
vpliv dveh vrst kanabinoidnih izvlečkov, ki vsebujeta večje količine bodisi 
tetrahidrokanabinola ali kanabidiola, na viabilnost celic GB ter matičnih celic GB 
ter primarnih kulturah celic bolnikov. Naši rezultati kažejo, da različne linije GB 
izražajo receptorje CB1 in CB2, oba se izražata tudi v normalnih astrocitih. V 
kulturah GMC linij smo izražanje receptorjev potrdili še z imunofluorescenco in 
ugotovili visoke vsebnosti CB1 in CB2 proteinov. Izražanje gena za CB1, CNR1, 
smo zaznali tako v vzorcih tkiv GB in v celicah GB. Potrdili smo opazno 
zmanjšanje viabilnosti celic GB ob dodatku kanabinoidnih smol. GB je heterogen 
tumor in možno je, da se tumorji razlikujejo tudi v vsebnosti kanabinoidnih 
receptorjev. V kolikor ti sovpadajo z odzivnostjo bolnikovih celic na odgovarjajoče 
kanabinoide, bi lahko bolj informirano pristopili k personalizirani uporabi v 
kliničnem zdravljenju, ki bi bila prirejena izražanju kanabinoidnih receptorjev.   
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AB The brain tumor glioblastoma (GB) is an incurable disease and only allows short 
lifespan after diagnosis. Standard therapeutic approaches that include surgical 
tumor removal, irradiation and chemotherapy are not very efficiently prolonguing 
the time of GB recurrence. One of the potential new options is the use of different 
types of cannabinoids (such as tetrahydrocannabinol and cannabidiol). From 
published studies it is evident that these substances induce apoptosis and inhibit 
angiogenesis and invasion of GB. The purpose of this work was to determine the 
expression of proteins and genes of cannabinoid receptors CB1 and CB2 in GB 
cells and tissues. Furthermore, we determined the influence of two types of 
cannabinoid extracts, that contain relatively higher amounts of either 
tetrahydrocannabinol or cannabidiol, on the viability of established GB cells, GB 
stem cells and the primary cultures of patient-derived cells. Our results show that 
different GB cell lines express both CB1 and CB2 receptor proteins, which are also 
expressed in normal astrocites. In GB stem cell lines, the expression of receptors 
was also determined by immunofluorescence, and we found significantly high 
contents of CB1 and CB2. The expression of the GB genes, i.e. CNR1 gene, was 
detected both in GB cells and in GB tissues. We have confirmed a decrease in the 
viability of GB cells when Cannabinoid resins were added. GB is a heterogenous 
tumor and it is possible that they as well differ in the content of cannabinoid 
receptors. If the levels of receptors coincide with the responsiveness of the patient's 
cells to the corresponding cannabinoids, a more informed personalized approach of 
their clinical use could be applied, related to the expression of their receptors.   
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1 
1 UVOD 
 
Izvlečki rastline Cannabis Sativa, zmes spojin z imenom kanabinoidi in manjših količin 
terpenov, fenolov, itd, so se uporabljali v medicinske namene, tudi za zdravljenje raka, že 
tisočletja pred našim štetjem. Za rakave bolezni, še preden je bilo v zahodni civilizaciji 
uvedeno ime »rak« za skupino bolezni, ki jih danes označujemo kot novotvorbe in jih 
obravnava medicinska veda - onkologija. Pojavnost raka se danes povečuje po vsem svetu 
in je zdaj drugi vodilni vzrok smrti za boleznimi srca in ožilja. Prihodnost je še bolj 
zaskrbljujoča, saj na podlagi sedanjih epidemioloških podatkov v 20 letih vsak drugi moški 
in tretja ženska zboli za rakom. Kljub mnogim sodobnim pristopom zdravljenja, ki 
temeljijo na novih, nenehno razvijajočih se znanjih in tehnologijah v sodobni onkologiji, 
pa sama diagnoza za mnoge bolnike še vedno zveni strašljivo – a neupravičeno, saj se je 
preživetje mnogih rakavih obolenj v zadnjem desetletju znatno zvišalo! Bolezen rak 
postopoma postaja kronična bolezen s podaljšano življenjsko dobo in boljšo kakovostjo 
življenja, predvsem zaradi intenzivnih raziskav in zgodnejšega odkrivanja s pomočjo 
preventivnih programov.  
 
A ostaja dejstvo, da se preživetje pri nekaterih vrstah raka v desetletjih ni izboljšalo, na 
primer pri glioblastomu, najbolj agresivnem možganskem tumorju. Zato so bili prav tu 
preizkušani in sprejeti ali tudi zavrnjeni dodatni, to so adjuvantni načini zdravljena. 
Vsekakor danes vemo, da bo to tudi pri glioblastomu uspešno le s ciljanjem več 
patobioloških procesov oz. odgovarjajočih molekularnih tarč, kar imenujemo kombiniran 
pristop zdravljenja. Vemo tudi, da bi moral biti takšen pristop prilagojen potrebam in 
značilnostim posameznega bolnika, kar imenujemo natančen-precizen pristop v medicini 
(»precision medicine«). 
 
1.1 NAMEN RAZISKAVE 
 
V prvem delu smo se osredotočili na izražanja proteinov in genov kanabinoidnih 
receptorjev CB1 in CB2 v (a) glioblastomskih celicah in (b) glioblastomskih tkivih. V 
drugem delu smo določili vpliv dveh kanabinoidnih izvlečkov – tako imenovane 'smole', ki 
vsebujeta večje količine bodisi tetrahidrokanabinola (THC) ali kanabidiola (CBD), na 
viabilnost diferenciranih in matičnih glioblastomskih celic ter izoliranih celic bolnikov. V 
zadnjem delu smo ugotavljali, ali vsebnost kanabinoidnih receptorjev korelira z učinkom 
kanabinoidov na glioblastomske celice in vitro. 
 
V magistrski nalogi smo za preskušanje vpliva kanabinoidov uporabili celice možganskega 
tumorja glioblastoma (GB) in sicer ustaljene glioblastomske celice U373 ter ustaljene 
glioblastomske matične celice NCH644 in NCH421k, oboje komercialno dostopne. Poleg 
tega smo celice GB in matične celice GB (GSC) izolirali iz tumorskih tkiv bolnikov, 
dobljenih ob operaciji na Oddelku za nevrokirurgijo Univerzitetnega kliničnega centra 
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2 
Ljubljana. V nalogi smo uporabili tudi tkivne rezine tumorjev bolnikov, ki so jih pripravili 
na Inštitutu za patologijo Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani. V poskusih 
viabilnosti smo ugotavljali vpliv posameznih smol THC in CBD ter njune kombinacije.  
 
1.2 CILJI RAZISKAVE 
 
- Obdelava svežih tkiv tumorjev GB in vzpostavitev primarnih celičnih linij z 
uporabo striktne mikrobiološke aseptične tehnike dela za preprečitev mikrobnih 
kontaminacij; 
- Določitev vpliva smol z različnimi razmerji THC in CBD na viabilnost primarnih 
celic GB in vitro; 
- Določitev izražanja genov receptorjev CB1 in CB2 v celicah GB in vitro in 
tumorjih GB različnih malignostnih stopenj;  
- Določitev izražanja proteinov receptorjev CB1 in CB2 na celicah GB in vitro ter na 
parafinskih rezinah tumorjev GB: 
- Izolacija mRNK iz celičnih linij GB in tumorjev GB; 
 
1.3 DELOVNI HIPOTEZI 
 
- Smoli THC in CBD, pridobljeni iz rastline Cannabis sativa, vplivata na viabilnost 
različnih podvrst celic GB. 
- Vsebnost receptorjev CB1 in CB2 v tumorskih tkivih in celicah GB in GMC 
sovpadata z njihovim odzivom na CBD, THC in njune kombinacije. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 MOŽGANSKI TUMOR GLIOBLASTOM  
Glioblastom (GB) je najbolj razširjen in agresiven primarni možganski tumor. Zaradi 
sposobnosti invazije v možgansko tkivo in močne odpornosti na terapijo spada med rake z 
največjo umrljivostjo bolnikov in preživetjem od 10 do 14 mesecev (Meir in sod., 2010). 
 
V poročilu Onkološkega inštituta v Ljubljani iz leta 2015 vidimo, da je bilo v omenjenem 
letu število novih primerov možganskega tumorja 173, histološko potrjenih malignih 
gliomov v tem letu pa je bilo 150. Incidenčna stopnja možganskih tumorjev na 100.000 
prebivalcev v letu 2015 je bila 9,6 za moške in 7,2 za ženske (Rak v Sloveniji 2015, 2018). 
Svetovna statistika glioblastom umešča med tumorje možganov in živčnega sistema. V letu 
2018 je bilo novih primerov te skupine rakov v svetu 296.850 (IARC, 2019).  
 
Standardna terapija vključuje kirurško odstranitev tumorja ter obsevanje in kemoterapijo. 
Radioterapija je že desetletja ključnega pomena pri zdravljenju GB. V zadnjih letih se je 
ionizirajoče sevanje izboljšalo v zmožnosti fokusiranja žarka in prilagajanja nepravilnim 
oblikam možganskih tumorjev. Kot kemoterapevtik se pri zdravljenju GB najbolj pogosto 
uporablja Temozolomid (TMZ). Sredstvo se zaužije, ima sprejemljiv profil toksičnosti in 
se uporablja skupaj z obsevanjem ter po njem. Prvi korak pa je kirurška odstranitev, kadar 
je ta možna. Novejše kirurške tehnike, kot so fluorescenčno vodena resekcija in 
nevroendoskopski pristopi, omogočajo dostop tudi do globlje pozicioniranih in težje 
dosegljivih tumorjev. Mnoge raziskovalne skupine proučujejo različne signalizacijske poti 
in učinke njihovega blokiranja. Preskušajo spojine, ki blokirajo eno ali več poti 
signaliziranja proliferacije tumorja in premagajo odpornost na obstoječe zdravljenje, 
največ z inhibicijo tirozin-kinaznih receptorjev. Preskušajo tudi ciljno usmerjene terapije, 
kot npr. antiangiogeno zdravljenje z inhibitorji receptorjev endotelijskih rastnih faktorjev. 
Ključno pri uspešnem zdravljenju je dobro razumevanje vseh sprememb izražanja genov 
(Meir in sod., 2010) ter še posebej epigenetskih sprememb pri zdravljenju s TMZ (Hira in 
sod., 2017). 
 
V poskusu boljšega razumevanja tumorjev GB so mnogi raziskovalci opravili študije 
visokodimenzionalnega profiliranja. Najbolj vplivna študija (Verhaak in sod., 2010) je 
definirala in profilirala skupne genske ekspresije v štiri podvrste GB, ki jih povezujemo s 
kliničnimi značilnostmi in preživetjem. Določen molekularni profil ene podvrste tumorjev 
ima lahko boljši ali slabši odziv na zdravljenje.  
 
Tumorje GB lahko uvrstimo med primarne ali sekundarne. Primarni predstavljajo 90 % 
tumorjev GB in se razvijejo pri starejši populaciji bolnikov. Ne kažejo kliničnih ali 
histoloških znakov o manj maligni prekurzorski leziji, razvije se de novo. Nasprotno se 
sekundarni GB (WHO stopnja IV) razvijejo iz difuznega ali anaplastičnega astrocitoma. Ti 
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večinoma prizadenejo mlade bolnike, imajo manjšo stopnjo nekroze, prednostno se 
nahajajo v čelnem režnju in imajo boljšo prognozo kot GB. Glavna genetska razlika med 
primarnim in sekundarnim GB je mutacija IDH1 gena, ki kodira encim izocitrat 
dehidrogenazo. Ta mutacija je najzgodnejša zaznavna genetska sprememba v prekurzorju 
razpršenih astrocitomov in oligodendrogliomov, kar kaže na razvoj iz nevralnih 
prekurzorskih celic. IDH1 mutacija je tako bolj kot klinični kriteriji zanesljiv diagnostični 
molekulski marker sekundarnih tumorjev GB, ta umestitev pa nam omogoča bolj 
usmerjeno terapijo (Ohgaki in Kleihues, 2012). 
 
Mnoge študije o izražanju genov v celicah GB so pokazale, da izraženi geni predstavljajo 
različne patobiološke poti tumorjev in se lahko uporabijo pri njihovi klasifikaciji. Vsak 
tumor je v svojem profilu izražanja genov specifičen in ga je možno uvrstiti v določen 
podtip GB, vendar so v tumorjih pogosti predeli tkiva različnih podvrsti, kar imenujemo 
mikro-heterogenost (Patel in sod., 2014). Ti tumorji imajo najslabšo prognozo preživetja. 
Bolniki z isto podvrsto tumorja imajo lahko na določeno terapijo bolj homogene odzive in 
jih kot take lažje uporabimo v kliničnih študijah za določitev specifične terapije, ki bo 
imela v celotni skupini bolj natančen odziv. Takšno grupiranje lahko v kliničnih raziskavah 
predstavlja velik napredek, saj je učinek specifičnega zdravljenja določene populacije GB 
bolj uspešen (Meir in sod., 2010).     
 
Glede na heterogenost torej delimo GB na različne podvrste; klasični, mezinhimski, 
pronevralni in nevralni, ki so karakterizirani z različnim odzivom na radioterapijo in 
kemoterapijo ter različnimi transkripcijskimi profili. Klasični podtip je značilen za visoko 
proliferativne celice. Opazili so veliko izražanje gena EGFR, izgube lokusov genov PTEN 
in CDKN2A in skoraj popolno odsotnost sprememb v genih TP53, NF1, PDGFRA in 
IDH1. Ta podtip se odziva na klasično obsevanje in kemoterapijo. Mezenhimski podtip je 
povezan z geni, ki so značilni za celice mezenhimskega izvora. Prekomerno izraža 
CHI3L1/YKL40 in MET gene, kot tudi astrocitne markerje CD44 in MERTK ter gene v 
TNF družini. Pogosto so v tej podvrsti inaktivirani geni NF1, TP53 in PTEN. Ti tumorji 
potrebujejo in se odzivajo na bolj agresivno kemoterapijo. Pronevralni podtip ima profil 
genskega izražanja, ki spominja na evolucijsko gensko aktivacijo pri razvoju nevronov. 
Vključuje visoko izražanje oligodentrocitnih in pronevralnih razvojnih genov in 
sporadično vključuje mutacije genov IDH1 in PDGFRA, pogosto tudi TP53 in PIK3R1. Ta 
podtip se pojavlja pri mlajših bolnikih, preživetje je nekoliko boljše kot pri ostalih treh 
podtipih. Nevralni podtip je gensko najmanj definiran in je v izražanju genov najbolj 
podoben normalnemu možganskemu tkivu. Aktivirani so nevronski markerji NEFL, 
GABRA1, SYT1 in SLC12A5. Njihovo gensko izražanje kaže na celice bolj diferenciranega 
fenotipa. Primerjava genskega izražanja vseh štirih podtipov s primarnimi astrociti, 
oligodentrociti, nevroni in mikroglio kaže na hipotezo, da lahko podtipi odražajo različne 
izvorne celice (Meir in sod., 2010; Neftel in sod., 2019).  
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Agresivnost tumorja se poleg heterogenosti, visoke celične proliferacije in angiogeneze 
kaže predvsem v sposobnosti invazije. Celice GB so zelo gibljive in invazivne ter se lahko 
hitro širijo po možganskem tkivu. Povečana razgradnja zunajceličnega matriksa ustvarja 
poti, po katerih celice GB migrirajo, vendar se pogosto gibljejo ob žilnih stenah ali 
mielinskih vlaknih in tako prodirajo v okoljsko zdravo možganovino, imenovano 
parenhim. Gibanje celic GB je specifično v tem, da se često gibljejo individualno (tako 
imenovano „guerilla gibanje“), oz. si zaporedno sledijo prodirajoč v belo možganovino, 
migrirajo pa tudi skozi corpus callosum v kontralateralno hemisfero (Gole in sod., 2012). 
Difuzna infiltracija celic onemogoči popolno kirurško odstranitev, kar vodi do ponovitve 
tumorja. Pomembno vlogo pri invaziji igrajo proteolitični encimi iz vseh glavnih družin 
proteaz, tudi cisteinskih katepsinov. Ekspresija cisteinskih katepsinov B, L in S se s 
stopnjo malignosti povečuje. Vsi trije so kazalci preživetja bolnikov, več študij pa je 
poudarilo pomen katepsina B za tumorsko invazijo (Gole in sod., 2012).  
 
2.2 GLIOBLASTOMSKE MATIČNE CELICE  
Ena od hipotez nastanka heterogeno bogatega in agresivnega tumorja pravi, da se le ta 
razvije iz ene same spremenjene celice tkiva, ki se klonogeno tvori, t.j. glioblastomske 
matične celice (GMC), kar omogoči začetek rasti malignega tumorja. Med hitro rastjo 
prihaja do mnogih genskih napak in tako do več genskih različic celic in do mnogih 
različnih podpopulacij, kar vodi v heterogenost tumorja, ki se pojavlja zaradi sprememb v 
okolju ali genotipu. Druga možnost nastanka heterogenosti je nastanek več vrst matičnih 
celic iz različnih vrst normalnih celic možganovine (Meir in sod., 2010; Patel in sod., 
2014; Neftel in sod., 2019). Še dodatno pa se lahko že diferencirane celice dediferenciirajo 
v matične celice in tako dodatno prispevajo k heterogenosti (Ho in Shim, 2017). 
 
GMC celice delujejo znotraj sistema, aktivno preoblikujejo mikrookolje in prejemajo 
vzdrževalne signale iz svojih okoljskih niš. Te celice so opredeljene s funkcionalnimi 
značilnostmi, ki vključujejo trajno samoobnavljanje, proliferacijo in tumorsko iniciacijo. 
Prav tako imajo nekatere lastnosti, ki si jih delijo s somatskimi matičnimi celicami in niso 
pogoj za matičnost. To so pogostost teh celic znotraj tkiva/tumorja, izražanje markerjev 
matičnosti in zmožnost diferenciacije v celice različnih linij (Vescovi in sod., 2006). 
Znanih je več GMC membranskih markerjev, s katerimi celice interagirajo z 
mikrookoljem. Najbolj značilen označevalec matičnosti je transmembranski protein 
CD133, ki je značilen tudi za normalne celice in ga je prva odkrila skupina Singhove in 
sod. (2003) ter so ga kasneje kot koristen klinični diagnostični označevalec opisali 
Zeppernick in sod. (2008). Poleg tega so lahko izraženi še SOX2, OLIG 2/4, Nanog, 
NOTCH, Nestin and Musashi, CD15, integrin α6, CD44, L1CAM in A2B5 (Lathia in sod., 
2015) . Vendar ti markerji označujejo tudi nekatere druge vrste celice in je tako delež lažno 
pozitivnih celic lahko velik. Kriterije za določitev matičnosti je opisal že Vescovi s 
sodelavci (2006), mednje sodi sposobnost rasti celic brez prisotnosti seruma (specifično 
gojišče = nevrobazalno gojišče (NBE)), kjer rastejo v skupkih, imenovanih nevrosfere.   
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Matičnost je notranje regulirana genetsko (avtonomna heterogenost), epigenetsko 
(neavtonomna heterogenost) in presnovno, zunanji regulatorji pa vključujejo interakcijo z 
mikrookoljem, vključno z nišnimi dejavniki in imunskim sistemom (Lathia in sod., 2015).  
 
GMC celice vzdržujejo interakcije s svojim mikrookoljem, med katere sodi značilni 
stromalni predel v tumorju, imenovan GMC niša. Med GB rastjo zaradi velike gostote 
celic kmalu pride do hipoksičnega stanja znotraj tumorja. 'Normalnim' celicam lahko 
hipoksija povzroči celično smrt, znano pa matičnim celicam GB takšno okolje ustreza. 
Zaradi hipoksičnega okolja pride do pospešene angiogeneze (izgradnje novih tumorskih 
žil) (Cheray in sod., 2017). Breznik in sod. (Breznik in sod., 2018) so nedavno prikazali 
lokalizacijo GMC celic v tumorskih tkivnih nišah, ki so se nahajale okoli arteriol. Te so 
bile definirane z debelo plastjo 'tunica media', ki je sestavljena iz gladkih mišičnih celic. V 
takšnem okolju si tumor izgradi tumorske žile, to okolje imenujemo perivaskularna niša. V 
vaskularno-invazivni niši pa GMC celice migrirajo vzdolž krvnih žil in tako invadirajo 
globoko v možganski parenhim (Breznik in sod., 2018).  
 
2.3 KANABINOIDI 
  
2.3.1 Naravne učinkovine  
Naravne učinkovine so mnoge kulture že v prazgodovini uporabljale v zdravilne namene. 
Uporabljali so rastline, živali, mikroorganizme in morske organizme. Mnoge od teh 
učinkovin so se do danes ohranile ter postale del tradicionalne medicine. Ta oblika 
medicine uporablja naravne proizvode že tisoče let in se je s časom razvila v reguliran del 
medicine. Različne tradicionalne medicine temeljijo na več tisoč letni praksi in izkušnjah. 
V tem času so razvili tehnike pravilnega doziranja, metode priprave in predelave učinkovin 
ter ustrezen čas nabiranja določenih delov učinkovin. Tako se tradicionalna medicina 
vedno bolj zbližuje s sodobno. Naravne učinkovine imajo edinstveno kemijsko raznolikost, 
kar vodi v široko paleto njihovih bioloških aktivnosti ter zdravilnih lastnostih. Iz njih 
razvijajo tudi zdravila sodobne medicine in imajo posredno pomembno vlogo pri 
zdravljenju človeških bolezni (Yuan in sod., 2016).  
 
Navadno konopljo (Cannabis sativa) so uporabljali že v preteklosti. Uporabljali so jo kot 
živilo in za izdelavo vrvi, v medicinske namene pa so jo prvič uporabili na Kitajskem leta 
2700 pr. n. št. (Dariš in sod., 2019). Uporabljali so jo pri revmatičnih obolenjih, zaprtju, 
motnjah hormonskega delovanja, za zdravljenje malarije in celo kot anestezijsko sredstvo. 
V Indiji je bila konoplja tesno povezana z vero in je postala del tradicionalne medicine. 
Uporabljali so jo kot analgetik, antipiretik, sedativ in diuretik. V Evropi pa so jo 
uporabljali predvsem v industriji, za izdelavo vrvi (19. stol.). Prvič je bila na zahodu v 
medicinske namene uporabljena kot hašiš za zdravljenje astme, kašlja, glavobola, 
nespečnosti, anoreksije in spolne disfunkcije (Kočevar Glavač, 2016). V Sloveniji je bila 
konoplja v začetku pomembna kot kulturna rastlina, iz katere se je izdelovalo oblačila, 
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platna, vrvi in vreče, iz semen pa so pridelovali jedilno olje ter živalsko krmo, kasneje pa 
je sledila trendu zahodnega sveta in jo uvedla v medicino ( Kočevar Glavač, 2016).    
 
Kanabinoidi so lipofilni ligandi za specifične receptorje na celični membrani in jih glede 
na izvor delimo na endokanabinoide, ki so naravno prisotni v živalskem in človeškem 
organizmu, na rastlinske – fitokanabinoide ter sintetične kanabinoide (Likar in Nahler, 
2017). Široko poznani fitokanabinoidi izvirajo iz rastline Cannabis sativa, izolirali so 144 
različnih, ki so jih uvrstili v 11 podskupin. Od tega so štiri podskupine (CBG, THC, CBD 
in CBC) biosintetizirane v sami rastlini, ostale pa so posledica razgradnje v rastlini ali 
razgradnje zaradi slabega stanja skladiščenja po obiranju (Berman in sod., 2018).  
 
Endokanabinoidi so lipidni metaboliti, endogeni ligandi kanabinoidnih receptorjev, ki 
sodelujejo pri sinaptični modulaciji in plastičnosti sinaps v centralnem živčnem sistemu 
(Hegde, 2008). So del endokanabinoidnega sistema, ki je sestavljen iz kanabinoidnih 
receptorjev (CB), njihovih endogenih ligandov ter encimov, ki sodelujejo pri njihovi 
presnovi. Sistem ima nevromodulatorno funkcijo ter druge pomembne funkcije, kot so 
nadzor energetske presnove, imunosti in kardiovaskularnega tonusa (Śledziński in sod., 
2018).  
 
Kanabinoidna receptorja CB1 in CB2 spadata v skupino s proteinom G sklopljenih 
receptorjev. Aktivacija teh vodi v inhibicijo adenilat ciklaze, kar aktivira številne 
metabolne poti. Večina učinkov kanabinoidov temelji na aktivaciji receptorja CB1. Ta je 
visoko izražen v delih centralnega živčnega sistema, ki so odgovorni za motoriko, spomin, 
učenje, čustva in endokrine funkcije (Śledziński in sod., 2018). Študija, v kateri so mišim 
inhibirali gen za CB1 kaže, da ima ta receptor vlogo tudi pri vedenjskih motnjah (depresija, 
anksioznost, hranjenje in kognicija). Receptorji CB2 pa so prisotni na celicah imunskega 
sistema, opaženi so bili tudi v živčnem sistemu (Valverde in sod., 2005).  
 
Receptorja CB1 in CB2 se vežeta s snovmi petih različnih strukturnih razredov. Med te 
spadajo klasični rastlinski kanabinoidi (npr. THC), neklasični biciklični kanabinoidi (npr. 
CP55,940), endogeni kanabinoidi (npr. AEA; anandamid), aminoalkilindoli (npr. 
WIN55,212-2) ter kanabinoidni antagonisti (npr. SR141716A) (Marcu in sod., 2010). 
 
Zaradi visoke učinkovitosti in zastopanosti sta najpomembnejša in najbolj raziskana 
rastlinska kanabinoida tetrahidrokanabinol (THC) in kanabidiol (CBD). THC je edini 
psihoaktiven fitokanabinoid. V človeškem telesu deluje kot endogeni agonist receptorjev 
CB in povzroča evforijo ter ima analgetične, protiemetične in protivnetne lastnosti 
(Kramer, 2015). Drugi za medicino zanimivi kanabinoid je CBD. Ta ima na kanabinoidne 
receptorje nizko afiniteto in lahko deluje deloma neodvisno od njih. Veže se lahko na 
ostale receptorje, kot so TRPV1, GPR55 in PPAR. Tudi te receptorje so želeli uvrstiti med 
receptorje CB, vendar to niso klasični receptorji (ključ – ključavnica), zaradi nezadostnega 
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poznavanja njihove vloge v endokanabinoidni signalizaciji ostaja predmet razprave 
(Pertwee in sod., 2010). CBD ima anksiolitične lastnosti (lajša občutek strahu in 
vznemirjenosti) in zmanjša psihoaktivne lastnosti THC-ja (Kramer, 2015).  
 
2.3.2 Rak in kanabinoidi  
Rak je v svetu po vrsti drugi najbolj pogost vzrok smrti, kljub obsežnim raziskavam v 
iskanju novih, bolj učinkovitih zdravljenj (Ladin in sod., 2016).  
 
V onkologiji se kanabinoidi danes uporabljajo predvsem za paliativno zdravljenje, to je 
lajšanje simptomov bolezni. Tovrstno zdravljenje se osredotoča na izboljšanje kakovosti 
preostalega življenja pacienta, predvsem na fizično, čustveno in psihološko trpljenje. V 
sedemdesetih letih prejšnjega stoletja so pri bolnikih z rakom proučevali paliativne učinke 
fitokanabinoidov, kot so bolečina, razpoloženje, apetit, slabost in bruhanje. Preverjeno 
kanabinoidi zmanjšajo slabost in bruhanje, povečajo apetit in težo bolnikov, olajšajo 
kronične bolečine ter izboljšajo še druge z rakom povezane simptome (Likar in Nahler, 
2017).  
 
Danes je na tržišču kar nekaj registriranih zdravilnih pripravkov, ki bazirajo na 
kanabinoidih. Zdravilo SativexR je v Evropi odobreno za zdravljenje spastičnosti, povezane 
z multiplo sklerozo, v Kanadi pa dodatno tudi za bolečine ob rakavih obolenjih. To je 
naravni ekstrakt, kjer sta THC in CBD v razmerju 1:1. Zdravilo AcompliaR (Rimonabant), 
sintetično zdravilo, ki blokira receptor CB1, je imelo v Evropi licenco za uporabo pri 
zdravljenju debelosti in podobnih stanj, vendar je bila licenca prekinjena zaradi neželjenih 
stranskih učinkov. V ZDA in Evropi sta dovoljeni zdravili CesametR in MarinolR, oba 
pripravka vsebujeta pretežno THC. Uporablja se ju za lajšanje po-terapevtskih simptomov, 
kot so bruhanje, slabost in anoreksija (Ladin in sod., 2016).  
 
Drug način uporabe, ki ji je namenjena ta raziskava, pa je zdravljenje napredovanja raka. V 
študiji pred dvema desetletjema so prvič potrdili zmanjšanje rasti treh različnih rakov (rak 
pljuč, dojk in virusno povzročene levkemije) v miših pri zdravljenju s THC. V kasnejših 
raziskavah so potrdili, da kanabinoidi upočasnijo napredovanje tumorja z vsaj dvema 
mehanizmoma; apoptotska smrt celice in zaviranje angiogeneze. Poročali so tudi o 
opaženem učinku zaviranja migracije in širjenja tumorskih celic (Likar in Nahler, 2017). 
 
Poleg že znanih paliativnih lastnosti kanabinoidov so na in vitro ter na živalskih modelih 
pokazali tudi njihove protirakave učinke. V različnih rakavih celicah (kožni rak, rak 
prostate in debelega črevesa, rak dojk, pljučni rak, gliom, rak trebušne slinavke, limfom) so 
opazili povečano izražanje receptorjev CB in povišano raven endokanabinoidov (Salazar in 
sod., 2009). 
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Kanabinoidi preko interakcij z endokanabinoidnim sistemom vplivajo na celične procese in 
signalne poti, ki so ključnega pomena tudi za razvoj tumorja: zavirajo celični cikel, 
spodbujajo apoptozo ter zavirajo proliferacijo, migracijo in angiogenezo rakavih celic.  
(Dariš in sod., 2019). Povečana ekspresija receptorjev CB, prisotnost endokanabinoidov in 
encimov, ki sodelujejo pri njihovi presnovi so pogosto povezani tudi z agresivnostjo raka. 
To pomeni, da lahko prekomerna aktivacija endokanabinoidnega sistema igra pomembno 
vlogo pri razvoju raka. Na živalskem modelu v glodalcih so pokazali, da odsotnost 
receptorjev CB zmanjša tvorbo kožnega raka, poleg tega tudi, da receptor CB2 prispeva k 
pro-onkogeni signalizaciji receptorja HER2 ter da prekomerno izražanje CB2 poveča 
občutljivost za razvoj levkemije po virusni okužbi (Śledziński in sod., 2018). V različnih 
raziskavah so uporabili mišje modele za prikaz vpliva endokanabinoidnega sistema na 
organizem. Wang in sod. so v 2009 pokazali, da je delecija receptorja CB1 v miškah 
povzročila zmanjšano rast tumorja na črevesju (Wang in sod., 2009), Izzo in sod. (2008) so 
na mišjem modelu pokazali, da povečane koncentracije endokanabinoidov zmanjšajo pred-
tumorske lezije tumorja na črevesju, Nomura in sod. (2010) pa so ugotovili, da zmanjšano 
izražanje encima za razgradnjo endokanabinoidov vodi v zmanjšanje tumorske rasti. 
 
2.3.3 Glioblastom in kanabinoidi 
Endokanabinoidni sistem so dokazali tudi v gliomih in glioblastomih. To so tumorji 
centralnega živčnega sistema, ki izhajajo iz glialnih celic ali astrocitov in predstavljajo 
približno 80 % primarnih malignih možganskih tumorjev. Sistem so preučevali v kliničnih 
in predkliničnih modelih gliomov in potrdili, da ta tkiva v glodalcih in ljudeh izražajo 
funkcionalne komponente endokanabinoidnega sistema (Ladin in sod., 2016).  
 
Kanabinoidi prav tako blokirajo aktivacijo signalne poti vaskularnega endotelnega rastnega 
faktorja (VEGF), ki inducira angiogenezo. To so pokazali na in vitro ter in vivo modelih 
(Guzmán in sod., 2005).  Prav tako omenjene substance z aktivacijo receptorjev zavrejo 
proliferacijo in migracijo celic ter povzročijo apoptozo. Kanabinoidi vplivajo tudi na 
protitumorsko imunost. Miši, ki so jih tretirali s THC so pokazale dva efekta, ki sta 
pomembna za delovanje imunosti; sintezo citokinov in inducirano mobilizacijo mieloidnih 
supresorskih celic (Hegde in sod., 2010). 
 
Tumorji GB prekomerno izražajo oba receptorja CB, izražanje so pokazali na celičnih 
linijah GB, na primarnih tumorskih celicah ex-vivo in na tkivu GB. Vsebnost CB2 narašča 
s stopnjo malignosti glioma. Nasprotno pa izražanje CB1 še vedno zahteva karakterizacijo; 
izražanje je lahko v primerjavi z nizkimi stopnjami malignosti gliome ali z zdravim tkivom 
nespremenjeno, zmanjšano ali celo povečano (Dumitru in sod., 2018). Tudi glioblastomske 
matične celice (GMC) izražajo obe vrsti kanabinoidnih receptorjev. Aktivacija teh 
receptorjev na GMC je povzročila spremembo v izražanju genov, odgovornih za 
proliferacijo in diferenciacijo, znižanje proliferacije tumorja (zaradi zmanjšanega 
formiranja sfer) in zmanjšano odpornost na kemoterapijo (Aguado in sod., 2007).  
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Pregled raziskav Velasca in sod. (2016b) kaže, da imata tako THC kot CBD inhibitoren 
vpliv na apoptozo, angiogenezo in invazijo glioblastomskih celic. V raziskavi Velasca in 
sod. (2016a) je CBD signifikantno zmanjšal rast celic GB, ekspresijo proliferacijskega 
markerja in invazijo. Prav tako opažajo, da kombinacija THC in CBD skupaj s pogosto 
uporabljenim kemoterapevtikom Temozolomidom (TMZ) za zdravljenje možganskega 
tumorja GB pozitivno vpliva na potek zdravljenja (Velasco in sod., 2016a). 
 
Marcu in sod. (2010) so raziskovali tudi učinek posameznih kanabinoidov, kot je THC v 
kombinaciji npr. s CBD in ugotovili, da dodatek le tega izboljša učinek terapije samega 
THC na GB. CBD je povečal zavirajoči učinek THC na rast celic GB in učinek povečane 
apoptoze celic, ni pa bilo vpliva na invazijo celic GB.  
 
V in vitro poskusih so raziskali vpliv različnih koncentracij THC in CBD samostojno in v 
kombinacijah THC:CBD – 1,7 µmol/L : 0,4 µmol/L ter potrdili, da THC sam inhibira rast 
celic GB in spodbudi apoptozo, z dodatkom CBD pa je ta še bolj učinkovit (Marcu in sod., 
2010). 
 
V raziskavah je skupina Velasca in sodelavcev (Velasco in sod., 2016a) ugotovila tudi 
skupni vpliv kanabinoidov s trenutno najbolj uporabljenim kemoterapevtikom za 
zdravljenje tumorja GB – TMZ. Opazili so očitno izboljšanje vpliva TMZ na celice GB ob 
dodatku kanabinoidov. Dodan THC je izboljšal učinek in povečal apoptozo ter zmanjšal 
rast celic GB, še večji učinek pa se je pokazal ob dodatku kombinacije THC in CBD. 
Kombinacija kanabinoidov in že obstoječih zdravil bi lahko potencialno bil nov način 
zdravljenja. 
 
V zadnjih letih narašča število raziskav na vplivu kanabinoidov v raku, vendar pa je 
potrebno raziskave opraviti na čimbolj relevantnih in vitro in in vivo modelih (Ladin in 
sod., 2016), ki bi jim sledili klinični poskusi. 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 MATERIAL 
 
Laboratorijska oprema, ki smo jo uporabili v raziskavi, je navedena v preglednici 1, 
uporabljene kemikalije pa v preglednici 2. Sestavi uporabljenih smol THC in CBD sta 
navedeni v preglednicah 3 in 4.   
 
3.1.1 Laboratorijska oprema 
 
Preglednica 1. Laboratorijska oprema.  
Laboratorijska oprema Proizvajalec 
Biomark HD 
Celični inkubator 
Celični laminarij 
Digestorij 
Fluorescentni mikroskop 
7500 Real-Time PCR System 
IFC Controller 
Konfokalni mikroskop 
Posoda za gojenje celic 75 cm2 
Posoda za gojenje celic 25 cm2 
Spektrofotometer 
Fluidigm 
Sanyo CO2 incubator 
Iskra PIO, C-MaxPro3-130 
Iskra 
Nicon Eclipse Ti, kamera: Nikon LWd 0.52 
Applied Biosystems 
Fluidigm 
Leica MIRA Module SPE 
Cell culture flask #431464U 
Cell culture flask #430372U 
NanoDrop 1000, Spectrophotometer, TFS 
Svetlobni mikroskop  
T100 Thermal Cycler 
Nicon Eclipse TS100 
Bio-Rad 
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3.1.2 Kemikalije 
 
Preglednica 2. Kemikalije, uporabljene pri analizah. 
Kemikalija Proizvajalec 
AllPrep DNA/RNA/Protein MiniKit (50) 
BSA 
B-27 
bFGF (20ng/mL) 
ß-ME (48.7%) 
DMEM gojišče, high glucose 
Quiagen, ID:80004 
Sigma, #A9418-500G 
Gibco, #17504-044 
Gibco, #13256029 
Promega, #Z523A 
HyClone, #SH30022.01 
DPBS (10 X) 
Difco agar Noble 
DMSO topilo 
DAPI  
DEPC voda 
DAB substrat 
DAB kromogen 
dNTP 
EGF (20ng/mL) 
Et-OH 
FBS 
Fluidigm sample  assay loading reagent kit 
Glutamat (L-glutamine) 
Heparin (1U/mL) 
H2O2, 30% 
Hematoksilin 
Ksilen 
Kozji serum, 10% 
Lympholyte 
Multiscribe RNA 
Metanol 
MTT reagent  
MTS reagent 
NBE gojišče 
Na-citrat 
PenStrep antibiotik, 10000U/mL 
Gibco, #14200-067 
BD, #214220 
Honeywell, #41640-1L 
Invitrogen, P36941 
Mikropolo 
Abcam, ab64238 
Abcam, ab64238 
Applied Biosystems, N8080261 
Gibco, OHG0311L 
Merck, #1.00983.2500 
Gibco, #10500-064 
Fluidigm 
Sigma, #G7513 
Sigma, H3149-10KU 
Merck, #1.07209.1000 
Harris modified Hematoxylin, #1859352, TS 
Chem-Lab NV, #CL00.2402.1000 
Sigma-Aldrich, Merck 
Cedarlane, #CL5020 
Omega 
Honeywell, #M1775-1GA 
Sigma, #M5655-1G 
Promega, G1118 
Gibco, #21103-049 
Merck, #1.11037.1000 
Sigma, #P0781 
Pufri RLT, ALO, RPE, AW1, AW2 
Pufer 10RT Buffer 
RNK inhibitor 
Tripsin (0.25% Trypsin-EDTA 1 X 
Quiagen – Mediline, ID: 80004 
Omega 
Omega 
Gibco, #25200-056 
Tripan modro (0,4%) Sigma, T8154 
Tween20 Merck, S2550280 830 
Vklopni medij ProlongGold antifade reagent Invitrogen (TFS), #P36930 
10RT random primers Omega 
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Preglednica 3: Sestava smole THC. 
Spojina Utežni delež [ut%, mg/g] 
CBD 14 
CBDA 0,5 
THC 43 
THCA 0,05 
CBC 14 
CBG 24 
CBN 2,7 
 
Preglednica 4: Sestava smole CBD. 
Spojina Utežni delež [ut%, mg/g] 
CBD 5,1 
CBDA 14 
THC 2,5 
THCA 0,3 
 
V smoli CBD sta bili prisotni tudi omega-3 in omega-6 maščobni kislini linolenska in 
linolna kislina. Analizo so s tekočinsko kromatografijo z masno spektrometrijo visoke 
ločljivosti za identifikacijo in kvantifikacijo kanabinoidov v metanolnem ekstraktu vzorcev 
opravili na Inštitutu Jožef Stefan v Ljubljani, Odsek za znanost v okolju (O-2); Center za 
masno spektrometrijo.  
 
3.1.3 Primarna in sekundarna protitelesa 
 
V raziskavi smo uporabili primarna in sekundarna protitelesa, ki so navedena v preglednici 
5. 
 
Preglednica 5. Seznam primarnih in sekundarnih protiteles. 
Protitelo Proizvajalec 
Kunčje primarno protitelo proti CB1 Abcam, ab23703 
Kunčje primarno protitelo proti CB2 Abcam, ab45942 
Nevtralizacijski peptid za CB1 Abcam, ab50542 
Nevtralizacijski peptid za CB2 Abcam, ab45941 
Kunčje sekundarno protitelo HRP, W401b 
Kunčje sekundarno protitelo Alexa Fluor 488 
 
3.1.4 Celice 
 
Ustaljeno glioblastomsko celično linijo U373, izolirano iz tumorja bolnika z 
glioblastomom, smo kupili pri ATCC (American Type Culture Collection (ZDA)). Celični 
liniji NCH421k in NCH644, izolirani iz glioblastomskih matičnih linij smo kupili pri 
podjetju 'CLS Cell Lines Service GmbH' v Nemčiji.  
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3.2 METODE 
 
3.2.1 Priprava celičnih linij GB iz tumorskega vzorca bolnikov z glioblastomom 
 
Iz Oddelka za Nevrokirurgijo Univerzitetnega kliničnega centra, smo po operaciji prejeli 
reprezentativen vzorec tumorja, ki smo ga ustrezno označili z NIB številko in ga uvrstili v 
Gliobanko, od koder smo vzorec uvrstili v naše raziskave. Tumorskemu tkivu smo sami 
subjektivno ocenili ožiljenost (malo ožiljeno, zelo ožiljeno, neožiljeno), velikost ter delež 
nekroze (velik delež, mali delež, brez nekroze).   
 
3.2.1.1 Tumorsko tkivo za vzpostavitev celičnih linij GB, DNK, RNK in proteinske analize 
 
Tumorsko tkivo smo narezali s skalpelom na manjše koščke ter del zamrznili v kriovialah 
za DNK, RNK in proteinske analize, ter najprej shranili pri -80 °C, kasneje v tekočem 
dušiku, kot del Gliobanke. Ostale dele tumorja smo uporabili za pripravo celičnih linij GB, 
kot je opisano v poglavjih 3.2.1.1.1 in 3.2.1.1.2.  
 
3.2.1.1.1 Priprava celičnih linij GB 
 
Mali košček tumorja smo narezali s skalpelom na male koščke, jih prenesli na plošče s 6 
vdolbinami ter dodali 2 mL gojišča DMEM ter 200 µL FBS kot dodatno hranilo. Rast celic 
smo spremljali dnevno z opazovanjem morfologije tumorskih celic z mikroskopom. Ko so 
celice prerasle površino, smo jih prenesli v posodice za gojenje celičnih kultur T25 cm2 in 
kasneje v T75 cm2.  
 
3.2.1.1.2 Priprava matičnih celičnih linij GB  
 
Preostanek tumorskega tkiva smo prenesli v centrifugirko, da smo odstranili gojišče in 
centrifugirali 3 min pri 1000 rpm. Odpipetirali smo supernatant, dodali 3 mL PBS ter 
centrifugirali 3 min pri 1000 rpm. Oborini smo nato dodali 2 mL tripsina (0,15 %) in 
homogenizirali tumorske koščke do posameznih celic. Po homogenizaciji dobljen vzorec 
smo filtrirali skozi najlonsko membrano (s porami 40 µm) brez dodatnega pritiska. S 
koščki tkiva, ki so ostali na membrani, smo ponovili ta postopek od začetka in ponovno 
filtrirali. Tripsin smo nato, da ne bi povzročil poškodb celicam, deaktivirali z enako 
količino gojišča (4 mL), centrifugirali 5 min pri 1000 rpm, odstranili supernatant in celice 
resuspendirali v 5 mL gojišča NBE za matične celice.  
 
Celice smo gojili na agarnih ploščah v gojišču NBE v celičnem inkubatorju pri 37 °C. 
Agarne plošče smo naredili po naslednjem protokolu: zatehtali smo 0,9 g Difco agar noble 
in ga raztopili 30 mL sterilne vode (MQ). Mešanico smo segreli do vretja (približno 1 min) 
in ji nato dodali 75 mL gojišča NBE z antibiotikom PenStrep in z glutamatom, vendar brez 
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FBS. Pripravljeno smo vlili v posodice za gojenje celičnih kultur T25 cm2, počakali da se 
ohladijo in strdijo ter jih shranili pri + 4 °C.  
 
3.2.2 Delo s celičnimi linijami GB 
 
3.2.2.1 Gojenje celic GB 
 
Za gojenje celic GB smo uporabili gojišče DMEM. Po naslednji shemi smo pripravili 500 
mL gojišča (shranili smo ga v hladilniku pri +4 °C):  
- 420 mL gojišča DMEM s 4,5 g/L glukoze brez L glutamina,  
- 50 mL FBS (10 %), 
- 5 mL antibiotika Pen/Strep (10000 UI/mL), 
- 5 mL UltraGlutamine L (200 mM). 
 
Za gojenje matičnih celic GB smo uporabili gojišče NBE. Po naslednji shemi smo 
pripravili 50 mL gojišča (shranili smo ga v hladilniku pri +4 °C): 
- 48 mL 1 X gojišča NBE, 
- 500 μL L-glutamina (20 µM/mL), 
- 500 μL 1 X antibiotika Pen/Strep (10000 UI/mL) , 
- 1 mL 1 X B27, 
- 40 μL bFGF (20 µg/mL), 
- 5 μL EGF (20 µg/mL), 
- 5 μL heparina (1 U/mL). 
 
Celice smo gojili pri 37 °C.  Z gojenjem smo začeli v posodici za gojenje celičnih kultur 
T25 cm2 in vsakodnevno z natančnim spremljanjem morfoloških sprememb celic z 
mikroskopom preverjali rast celic. Po potrebi smo jim kot dodatno hranilo v gojišče dodali 
FBS. Če je bilo gojišče ob preverjanju rumene barve (zaradi porabljenih hranil in 
prisotnosti izločenih celičnih produktov), smo ga zamenjali. Starega smo pri celicah GB, 
pritrjenih na dno posodice, odpipetirali iz posodice in dodali sveže gojišče DMEM. Pri 
matičnih celicah, ki se niso pritrdile na dno, smo vzorec centrifugirali, odpipetirali gojišče, 
ki je ostal nad oborino celic, jih resuspendirali v 1 mL gojišča NBE ter jih dodali v svežo 
posodico, ki smo ji prej dodali sveže gojišče NBE. Če so celice ob preverjanju že prerastle 
dno posodice, smo jih presadili v novo večjo posodo za gojenje celic, T75. Celice GB smo 
najprej tripsinizirali s tripsinom (0.1%), matične celice tega koraka niso potrebovale, jih 
centrifugirali 5 min pri 1000 rpm, odstranili supernatant in oborino resuspendirali v 1 mL 
gojišča. Iz 1 mL celične suspenzije smo v novo večjo posodico s svežim gojiščem dodali 
200µL (5 X redčenje) in tako zmanjšali gostoto celic in jim omogočili boljšo rast.  
  
Žvar Baškovič B. Vpliv kanabinoidnih substanc na glioblastom z različno izraženimi receptorji CB1 in CB2. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 
16 
3.2.2.2 Štetje celic 
 
Celice GB in GMC smo prešteli s hemocitometrom. celice GB smo tripsinizirali in 
resuspendirali v 1 mL gojišča DMEM. Vzorec smo nato 2 X redčili z barvilom Trypanblue 
(50 μL celic, 50 μL barvila), mešanico nanesli na hemocitometer in jih pod mikroskopom 
prešteli. Prešteli smo jih v dveh 4 x 4 kvadratkih v diagonali. GMC celice smo za štetje 
najprej centrifugirali 3 min pri 1000 rpm, odlili supernatant ter dodali gojišče NBE do 
končnega volumna 1mL. Nato smo nadaljevali enako kot s celicami GB. Število celic smo 
izračunali z enačbo 1: 
 
𝑥 =
število preštetih celic 
število kvadratkov (2)
 𝑥 𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 𝑟𝑒𝑑č𝑒𝑛𝑗𝑎 (2) 𝑥 10000   …(1) 
 
3.2.2.3 Zamrzovanje celic GB in matičnih celic GB  
 
Za zamrzovanje celic GB smo uporabili gojišče za zamrzovanje. 5 mL gojišča smo 
pripravili po naslednji shemi: 
- 4 mL gojišča DMEM, 
- 500 μL DMSO (10 %), 
- 500 μL FBS (20 %). 
 
Zamrzovanje celic smo pričeli s tripsinizacijo. Z ustreznim volumnom 0,1 % tripsina (za 
posodico T25 smo dodali 2 mL, za posodico T75 pa 4 mL tripsina), inkubacijo pri 37 °C in 
inaktivacijo tripsina z enakim volumnom gojišča. Celično suspenzijo smo prenesli v 50 mL 
centrifugirko in centrifugirali 5 min pri 1000 rpm. Supernatant smo odlili, oborino pa 
resuspendirali v gojišču za zamrzovanje. Suspenzijo smo nato prenesli v krioviale, v vsako 
po 1 mL (1 x 106 celic) in jih shranili pri -80°C.  
 
Za zamrzovanje matičnih celic GB smo uporabili gojišče za zamrzovanje. 5 mL gojišča 
smo pripravili po naslednji shemi: 
- 4 mL gojišča NBE, 
- 500 μL DMSO (10 %), 
- 500 μL FBS (20 %). 
 
3.2.2.4 Priprava celic za imunocitologijo 
 
Celice GB (1 x 106 celic) smo nasadili na stekelca v gojišču DMEM, jih gojili v 10 cm 
petrijevki, ki je ohranjala sterilnost celic, ter jih po 12 h inkubacije v celičnem inkubatorju 
fiksirali 7 min v 4 % PFA raztopini. Tako pripravljena stekelca s celicami smo shranili pri  
-20 °C do analize.   
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3.2.3 Dokazovanje izražanja kanabinoidnih receptorjev CB1 in CB2 v tumorskem 
tkivu ter celicah GB in GMC  
 
3.2.3.1 Imunohistokemija (IHC) in imunocitologija (ICC) 
 
Za izvedbo IHC in ICC poskusov smo potrebovali naslednje kemikalije:  
 
-Citratni pufer: pripravili smo 1 L pufra. V 1000 mL dH2O smo dodali 2,94 g Na-citrata. 
Umerili smo pH na 6,0, dodali 0,5 mL Tween20 in dobro zmešali. 
-1 X PBS: pripravili smo 1 L raztopine. Zmešali smo 100 mL PBS in 900 mL H2O (10 X 
smo redčili 10 X PBS). 
-Pufer za blokado: 10 % normalen kozji/zajčji serum in 1 % BSA v PBS. Zmešali smo 500 
μL FBS, 0,05 g BSA, 500 μL 10 X PBS in 4 mL dH2O.  
-Pufer za redčenje protiteles: pripravili smo 500 mL pufra. Zmešali smo 50 mL 10 X PBS, 
5 g BSA in 450 mL dH2O.  
-3 % vodikov peroksid v metanolu: pripravili smo 200 mL pufra. Zmešali smo 20 mL 30 
% H2O2 in 180 mL metanola. 
 
Priprava tkivnih rezin tumorjev bolnikov, je potekala na Inštitutu za patologijo Medicinske 
fakultete Univerze v Ljubljani po naslednjem postopku:  
1/ Deparafinizacija: stekelca s tkivom smo potopili v ksilen, dvakrat po 3 min (v 
digestoriju).  
2/ Rehidracija: stekelca smo najprej potopili v absolutni etanol, nato v 96 % etanol, nato v 
70 % etanol in na koncu v destilirano vodo. Pri vsakem koraku smo stekelca pustili v 
kadički 3 min.  
3/ Izpostavitev antigenov: v vnaprej pripravljen citratni pufer smo potopili stekelca ter jih 
tako kuhali v mikrovalovni pečici 30 min. Posodo s pufrom in rezinami smo pustili na 
sobni T za 15 min in jo za tem pustili na ledu za 10 min. Stekelca smo dali za 5 min v 
dH2O pri sobni T in jih stresali na stresalniku. 
4/ Blokiranje aktivnosti endogenih peroksidaz: stekelca smo 30 min pri sobni T inkubirali 
v 3 % raztopini H2O2 in metanola. Nato smo jih 2 X za 5 min spirali v PBS na stresalniku 
pri sobni T.  
5/ Blokiranje nespecifične vezave protiteles: stekelca smo z brisačko obrisali okoli tkiva in 
jih obkrožili s PEP flomastrom. Dodali smo pufer za blokado in inkubirali stekelca 1 h pri 
sobni T.  
6/ Na vsako stekelce smo nanesli 100-200 µL raztopine primarnega protitelesa (toliko, da 
smo pokrili celotno tkivo) v pufru za redčenje protiteles, inkubirali čez noč pri +4 °C.  
 
Uporabili smo dve protitelesi ter nevtralizacijski peptid, ki smo ga inkubirali skupaj s 
primarnim protitelesom (Preglednica 6). 
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Preglednica 6. Uporabljena primarna in sekundarna protitelesa. 
Protitelo 
Kunčje primarno protitelo proti CB1, 0,4-1,0 mg/mL, 1:200 
Kunčje primarno protitelo proti CB2, 1 mg/mL, 1:500 
Nevtralizacijski peptid za CB2, 1 mg/mL, 1:50 
Nevtralizacijski peptid za CB1, 1 mg/mL, 1:80 
Kunčje sekundarno protitelo, 1 mg/mL 1:200 
 
Kot negativno kontrolo smo stekelca inkubirali le s pufrom za redčenje protiteles.  
-Inkubacija s sekundarnimi protitelesi, konjugiranimi s HRP: uporabili smo dve različni 
sekundarni protitelesi (Preglednica 4). Stekelca smo obrisali z brisačko in še enkrat tkivo 
obkrožili s PEP flomastrom. Nato smo na stekelce dodali 100-200 μL redčine 
sekundarnega protitelesa v pufru za redčenje protiteles, inkubirali 1 h pri sobni T in nato 
stekelca dvakrat po 5 min spirali v PBS na stresalniku.  
-Barvanje rezin z DAB substratnim testom: uporabili smo DAB substratni kit. Okoli tkiva 
na stekelcih smo obrisali tekočino, pripravili 1 X DAB raztopino (zmešali smo 1,5 mL 
DAB substrata in 30 μL DAB kromogena) in dodali 200 μL raztopine na tkivo ter 
inkubirali 10 min pri sobni T. Stekelca smo nato dvakrat po 5 min spirali v destilirani vodi 
pri sobni T na stresalniku.  
-Barvanje jeder s hematoksilinom: stekelca smo obrisali z brisačko in jih 1-2 min pri sobni 
T inkubirali v raztopini hematoksilina. Stekelca smo nato sprali pod tekočo vodo in jih za 
10 min potopili v destilirano vodo.  
-Dehidracija: stekelca smo potopili v enake redčine etanola kot pri rehidraciji, le v 
obratnem vrstnem redu, zaključili smo z namakanjem v absolutnem alkoholu. Vsako 
namakanje je trajalo 3 min, nato smo jih dvakrat po 2 min potopili v ksilen.  
-Priprava stekelc za mikroskopsko analizo: stekelca smo obrisali z brisačko in na stekelce 
kapnili 1-2 kapljici vklopnega medija Pertex. Čez reagent smo položili krovno stekelce in 
stekelca prekonočno sušili v digestoriju. Nato smo jih shranili pri sobni T za mikroskopsko 
analizo. 
 
Pri izvajanju ICC smo izpustili deparafinizacijo, rehidracijo, vzpostavitev antigenov ter 
blokiranje aktivnosti endogenih peroksidaz in celice vključili v korak 'Blokiranje 
nespecifične vezave protiteles'. Na stekelca s fiksiranimi celicami smo prilepili nalepke z 
osmimi krogci in za vsak krogec določili dodana protitelesa oz. kontrolo. V krogce smo 
skozi majhne luknjice pipetirali določene kemikalije. Postopek je bil enak kot pri tkivih, 
nalepke smo iz stekelc odstranili v koraku 'Barvanje z DAB substratnim testom'. Tam smo 
stekelca potopili v destilirano vodo skupaj z rezinami in postopek do konca nadaljevali 
enako. 
 
Parafinske rezine tumorjev bolnikov je kvantitativno in kvalitativno ocenil patolog Inštituta 
za Patologijo Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani.  Ocenil je tri parametre: 
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intenziteta barvanja (od 1 do 3), delež pozitivnih celic (od 0 do 3) in lokalizacijo 
(membranski, jedrni, citoplazemski) (Preglednica 15). 
 
3.2.3.2 Imunofluorescenca (IFC) 
 
Glioblastomske matične celice, (NCH644, NCH421k in Bolnik 4) smo odpipetirali (1 x 106 
celic) v epice (DNA LoBind Tube 1,5 mL), jih centrifugirali 3 min pri 1000 rpm in 
odstranili supernatant, fiksirali v 4 %  PFA, nežno potresli z roko, da nismo razdrli 
sferoidov in vzorce inkubirali 10 min pri sobni T. Po inkubaciji smo centrifugirali in 
odstranili PFA, peletu dodali 200 µL PBS + 1 % BSA, ponovno pretresli in centrifugirali. 
Celice smo nato blokirali z 200 µL 5 % BSA + 0.2 % Triton X-100 v PBS, inkubirali 15 
min pri sobni T, ponovno centrifugirali in odstranili supernatant, celice sprali s PBS + 1 % 
BSA, centrifugirali in rahlo pretresli. Pripravili smo primarna protitelesa (Preglednica 4, 
koncentracije v 3.2.3.1) skupaj s PBS + 1 % BSA in po 100 µL te mešanice razporedili v 
epice s celicami. Čez noč smo celice s primarnimi protitelesi inkubirali pri 4 °C. Naslednji 
dan smo vzorce centrifugirali in odstranili supernatant ter celice spirali z 200 µL PBS + 1 
% BSA. Centrifugirali smo 3 min pri 1000 rpm in odstranili supernatant. Nato smo 
pripravili sekundarna protitelesa v razmerju 1:200 (Preglednica 4). Po dodatku sekundarnih 
protiteles smo celice 1 h inkubirali v temi pri sobni temperaturi. Po inkubaciji smo vzorce 
centrifugirali in odstranili sekundarna protitelesa. Celicam smo dodali barvilo za jedra 
DAPI (1:1000), inkubirali 5 min pri sobni temperaturi. Po inkubaciji smo odstranili 
supernatant ter tako pripravljene sferoide (GMC celice) nanesli na stekelca, dodali kapljico 
vklopnega medija in čez položili krovno stekelce. Stekelca smo do mikroskopske analize 
shranili v hladnem in temnem prostoru.  
 
3.2.3.3 Mikroskopija 
 
Svetlobni mikroskop smo v celičnem laboratoriju ob gojenju celic uporabljali za sprotno 
pregledovanje rasti celic ter za štetje celic, ko je bilo to potrebno. Za lažjo prepoznavo 
morfologije celic smo celice opazovali s fluorescentnim mikroskopom, tega smo uporabili 
tudi v IHC in ICC poskusih, kjer smo si ogledali rezine ter celice, posneli slike in ocenili 
obarvanost, pozitivno izražanje tarčnih receptorjev.  
 
Za opazovanje GMC celic smo uporabili konfokalni mikroskop (Leica MIRA Module 
SPE). Opazovanje skupkov matičnih celic z mikroskopom je bilo časovno zahtevno, saj 
smo morali najti ustrezno ravnino sferoidov, pri kateri smo posneli fluorescenco. Jedra, 
obarvana z modro barvo barvila DAPI smo opazovali z valovno dolžino okoli 500 nm pri 
20 X povečavi. 
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3.2.4 Izolacija RNA/DNA/proteinov iz tumorskega tkiva bolnikov 
 
Pred začetkom postopka smo pripravili potrebne pufre iz kompleta AllPrep 
DNA/RNA/Protein Mini Kit (50), Quiagen – Mediline Cat No./ID: 80004.  
- Pufer RLT: pripravili smo 3 mL pufra za štiri tumorske vzorce. Dodali smo 30 μL β 
-ME v 3 mL pufra RLT. 
- Pufer ALO: potrebovali smo 8 mg DTT v 1 mL pufra ALO. Dodali smo 2,5 mL 
DTT v 10 mL pufra ALO.  
- Pufri RPE, AW1 in AW2: dodali smo predpisan volumen 100 % etanola.  
 
Izbrane vzorce smo vzeli iz Gliobanke ter odrezali majhen košček tumorja primerne teže, 
med 30 in 50 mg. Vsakemu vzorcu smo dodali 600 μL pufra RLT (priložen v kompletu) ter 
homogenizirali s pipeto ter ročnim homogenizatorjem. Homogenizirali smo 30 sec in 
homogenizirano tkivo shranili na ledu. Lizat smo centrifugirali 3 min pri polni hitrosti 
(10000 rpm). S pipeto smo supernatant prenesli na kolono za vezavo DNK in centrifugirali 
30 sec pri 10000 rpm. Supernatant smo vzeli za RNK izolacijo. 
 
3.2.4.1 Čiščenje RNK 
 
V supernatant smo dodali 430 μL 96 % etanola in pomešali s pipeto, prenesli smo ga na 
kolono za izolacijo RNK (700 μL). Centrifugirali smo 15 sec pri 10000 rpm in supernatant 
prenesli v epice za kasnejšo izolacijo proteinov (glej 3.2.4.2). Do izolacije smo jih shranili 
na ledu. V kolono smo dodali 700 μL pufra RW1 (priložen v kompletu) in centrifugirali 15 
sec pri 10000 rpm. Supernatant smo zavrgli. Kolonam smo dodali 500 μL pufra RPE in 
centrifugirali 15 sec pri 10000 rpm. Še enkrat smo dodali enako količino RPE pufra in 
centrifugirali 2 min pri 10000 rpm. Supernatant smo zavrgli. Kolone smo prenesli v nove 
1,5 mL epice in dodali 50 μL čiste vode (brez RNAze) direktno na membrano. 
Centrifugirali smo 1 min pri 10000 rpm. Izpirek je vseboval RNA.  
 
3.2.4.2 Izolacija DNA 
 
Na kolono DNK (3.2.4) smo nanesli 500 μL AW1 pufra in centrifugirali 15 sec pri 10000 
rpm. Supernatant smo zavrgli. Dodali smo 500 μL AW2 pufra in centrifugirali 2 min pri 
10000 rpm. Centrifugiranje smo, za popolno odstranitev ostankov pufra, ponovili. Kolone 
smo nato prestavili v nove 1,5 mL epice in dodali 50 μL EB pufra, ki smo ga v 
mikrovalovni pečici segreli do 70 °C. Inkubirali smo 2 min pri sobni temperaturi in 
centrifugirali 1 min pri 10000 rpm. Postopek smo še enkrat ponovili. Izpirek je vseboval 
DNA.  
 
Tako DNK kot RNK (glej 3.2.4.1 in 3.2.4.3) vzorce smo analizirali ter jim izmerili 
koncentracijo in čistost na merilcu 'NanoDrop 1000, Spectrophotometer, TFS'. DNK in 
RNK vzorce smo primerno označili ter jih shranili pri -20 °C.   
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3.2.5 Merjenje viabilnosti celic GB in GMC ob dodatku smole THC ter CBD  
 
Viabilnost celic GB in GMC po dodatku smole THC in CBD smo merili s testom MTT in 
MTS. Smolo THC in CBD smo vnaprej pripravili. Zatehtali smo 12 mg smole THC in 11 
mg smole CBD ter ju obe raztopili v 1 mL topila DMSO.  
 
Tako pripravljeno smolo smo shranili na temnem v hladilniku pri +4 °C . Vzorce smole 
smo pred uporabo za test MTT/MTS 10 X redčili v topilu DMSO. Koncentracija je bila 
tako 1 mg/mL DMSO. Te 10 X redčene vzorce smole smo nato primerno redčili do 
ustreznih končnih koncentracij v 200 µL reakcijskih mešanicah za test MTT/MTS.  
 
Shema je vsebovala 4 celične linije na plošči s 96 vdolbinicami, za vsako linijo 3 
vdolbinice negativne kontrole (dodane le celice v gojišču), 3 vdolbinice z dodanim topilom 
DMSO (0,5 % pri testu MTT in 0,4 % pri testu MTS) in 3 vdolbinice z dodanima THC in 
CBD v razmerju 1:2. Za vsako linijo smo naredili 3 biološke ponovitve ter za vsako 
biološko tri tehnične ponovitve. Uporabili smo 1, 2, 3 in 5 µM THC, 0,3 , 0,6 , 1 in 1,6 µM 
CBD. Vsebnost DMSO v dodanih smolah je bila 0,4 %. 
 
3.2.5.1 Merjenje viabilnosti celic GB s testom MTT 
 
V plošče s 96 vdolbinicami smo v vse robne vdolbinice odpipetirali 200 μL gojišča 
DMEM. V ostale luknjice smo odpipetirali 5000 do 7000 celic GB na vdolbinico (bolnik 1, 
2, 3, 5, 8, U373) ter glede na vnaprej določeno in izračunano shemo dodali primerno 
količino CBD (2µM) in THC  (1µM) smole ter topila DMSO. Celice smo inkubirali 48 h v 
celičnem inkubatorju. Po končani inkubaciji smo v vdolbinice odpipetirali 20 μL MTT 
reagenta, končna koncentracija je bila 0,5 mg/mL. Plošče smo inkubirali 3 h v celičnem 
inkubatorju ter nato s pipeto odstranili gojišče in dodali 200 μL topila DMSO, da smo 
raztopili kristale formazana. S spektrofotometrom smo izmerili absorbanco pri 570 in 690 
nm. Za obe absorbanci smo izračunali povprečje absorbanc petih kontrolnih vdolbinic in to 
odšteli od vsake posamične vrednosti na plošči. Vsako vrednost na plošči pri 690 nm smo 
nato odšteli od vsake enake vrednosti na plošči pri 570 nm. Ker smo vsak vzorec ponovili 
v treh zaporednih vdolbinicah (tehnične ponovitve), smo te trojice povprečili. Povprečje (3 
bioloških ponovitev) kontrolnih vdolbinic (samo gojišče) smo določili za 100 % preživetje, 
deleže ostalih vzorcev smo normalizirali glede na kontrolo in dobili deleže viabilnosti 
celičnih linij.  
 
3.2.5.2 Merjenje viabilnosti GMC celic s testom MTS 
 
V plošče s 96 vdolbinicami smo v vse robne vdolbinice odpipetirali 200 μL gojišča NBE. 
V ostale luknjice smo odpipetirali 10000 GMC celic na vdolbinico (bolnik 4, NCH644, 
NCH421k) ter glede na vnaprej določeno in izračunano shemo dodali primerno količino 
Žvar Baškovič B. Vpliv kanabinoidnih substanc na glioblastom z različno izraženimi receptorji CB1 in CB2. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 
22 
CBD (2 µM) in THC (1 µM) smole ter topila DMSO. Celice smo inkubirali 48 h v 
celičnem inkubatorju, nato smo v vdolbinice odpipetirali MTS reagent (pripravlja se v 
koncentraciji 2 mg/mL). Po 3 h inkubacije v celičnem inkubatorju smo izmerili absorbanco 
pri 490 nm. Za izračun viabilnosti smo ponovno od vsake izmerjene vrednosti odšteli 
povprečje absorbanc kontrolnih vdolbinic, izračunali povprečja treh vdolbinic za vsak 
vzorec (tehnične ponovitve), ocenili povprečje kontrolnih vdolbinic (3 biološke ponovitve) 
za 100 % preživetje in preživetje vseh ostalih vzorcev normalizirali glede na kontrolo. 
 
Rezultate testov MTT in MTS smo statistično ovrednotili s statistično metodo Welchov t-
test.  
 
3.2.6 Določanje izražanja CB1 in CB2 genov v tumorskih tkivih bolnikov in v celicah 
GB ter GMC z metodo PCR v realnem času 
 
3.2.6.1 Prepis RNK v cDNK (reverzna transkripcija) 
 
Za prepis smo uporabili 1 µg RNK (v 25 µL), ki smo jo predhodno 5 min greli pri 85 °C 
ter glavno reakcijsko mešanico (Preglednica 7). Kot zadnje smo v mikrocentrifugirko 
dodali encim reverzno transkriptazo. 
 
Preglednica 7. Sestava reakcijske mešanice za reverzno transkripcijo. 
Sestavina Količina za 25 µL mixa (µL) 
10 X RT pufer 2,5 
25 X dNTP mix (100 Mm) 1 
10 X začetni oligonukleotidi 2,5 
Inhibitor RNAz (20 U/µL) 1,25 
DEPC voda 4 
Multiscribe RT (50 U/µL) 1,25 
 
Mikrocentrifugirke smo centrifugirali 30 s pri 100.000 rpm in jih vstavili v 'GeneAmp 
PCR System 9700' na vnaprej določen PCR program (Preglednica 8).  
 
Preglednica 8. Uporabljen PCR program. 
T in čas  
25 °C, 10 min  
37 °C, 10 min 
37 °C, 10 min 
37 °C, 10 min 
37 °C, 10 min 
4 cikli 
37 °C, 1 min 
4 °C, ∞ 
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Po končani reakciji smo vzorce prenesli v nove 1,5 mL mikrocentrifugirke in do nadaljnje 
uporabe shranili pri -20 °C. 
 
3.2.6.2 Preamplifikacija cDNA 
 
Zaradi majhne količine naših vzorcev je bilo najprej potrebno pomnoževanje vzorcev 
cDNK (preamplifikacijska cDNA). Pripravili smo mešanice sond, tj. genov (COL1A2, 
COL1A, TGFBI, THBS1, DAB2, S100A4, P2RX7, STMN4, SOX10, ERBB3, ACSBG1, 
KCNF1, CB2, CB1, HPRT1, GAPDH), za katere smo želeli preveriti, kako močno se 
izražajo v posameznih vzorcih. 
 
Med sondami smo uporabili tudi hišne gene (GADPH, HPRT1). To so geni, za katere 
vemo, da se izražajo v glioblastomu in so služili kot kontrola med posameznimi vzorci. 
Nato smo pripravili še mešanico vzorcev, ki nam je služila za umeritveno krivuljo. Vzorce 
cDNK smo vorteksirali, centrifugirali in shranili pri + 4 °C. Nato smo v 1,5 mL 
mikrocentrifugirke pripravili reakcijsko mešanico master mix za vse vzorce: 
- 5 µL TATAA PreAmp MasterMix (Fluidigm), 
- 1 µL mešanica sond in vzorcev, 
- 2 µL voda brez nukleaz. 
 
V novo mikrotitrsko ploščico s 96 vdolbinicami smo odpipetirali 8 µL reakcijske mešanice 
master mix in dodali 2 µL vzorca cDNA. Ploščo smo vorteksirali, centrifugirali, dali v 
aparat za preamplifikacijo 'T100 Thermal Cycler, Bio-Radd' in nastavili program 
(Preglednica 9). 
 
Preglednica 9. Uporabljen PCR program za preamplifikacijo. 
T in čas  
95 °C, 1 min  
95 °C, 15 s 
60 °C, 2 min 
72 °C, 1 min 
14 ciklov 
72 °C, 5 min  
 
Po končani preamplifikaciji smo ploščo takoj postavili na led in shranili pri – 80 °C do 
naslednjega dne.  
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3.2.6.3 PCR v realnem času (qPCR-RT) 
 
Naslednji dan smo preamplifikacijske vzorce 10 X redčili z dodatkom 81 µL  vode brez 
RNaz. Ploščo smo vorteksirali in na kratko centrifugirali. Na levo stran nove (tretje) plošče 
smo po shemi odpipetirali 6 µL nanašalnega reagenta (Fluidigm sample & assay loading 
reagent kit – 10IFCS) ter 6 µL posamezne sonde. V epici smo pripravili reakcijsko pred-
mešanico za vzorce: 
- 3,5 µL Fast probe Master mix (Biotium), 
- 0,4 µL DNK nanašalni reagent (Fluidigm). 
 
Na desno stran tako pripravljene plošče smo v vsako vdolbinico dodali  3,9 µL pripravljene 
mešanice in glede na shemo (Preglednica 8) dodali 3,2 µL ustrezne cDNA. Ploščo smo 
vorteksirali in na kratko centrifugirali.  
 
Preglednica 10. Shema plošče s sondami in vzorci. St – standardna krivulja, redčena pri 5 X, 25 X, 125 X 
ter 625 X redčitvi, sonde 1-24, vzorci redčeni 5 X od 1-45. NTCpreamp predstavlja kontrolo za reakcijo 
preamplifikacije RNA, NTCqPCR pa predstavlja kontrolo za reakcijo qPCR.  
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
 Sonde Vzorci 
A 1 2 3    St 5x St 25x 13 5x 20 5x 27 5x 35 5x 
B 4 5 6    St 
125x 
St 
625x 
14 5x 21 5x 28 5x 36 5x 
C 7 8 9    1 5x 7 5x 15 5x 22 5x 29 5x 37 5x 
D 10 11 12    2 5x 8 5x NTCpreamp NTCqPCR 30 5x 38 5x 
E 13 14 15    3 5x 9 5x 16 5x 23 5x 31 5x 39 5x 
F 16 17 18    4 5x 10 5x 17 5x 24 5x 32 5x 40 5x 
G 19 20 21    5 5x 11 5x 18 5x 25 5x 33 5x 41 5x 
H 22 23 24    6 5x 12 5x 19 5x 26 5x 34 5x 42 5x 
 
Začetni čip (48.48 Dynamic Array: Gene expression chip, Fluidigm), ki je prikazan na sliki 
1, smo kalibrirali tako, da smo v robno odprtinico dodali olje in čip položili v IFC napravo 
(Fluidigm IFC controller). Po kalibraciji čipa smo iz mikrotitrske plošče prenesli 4 µL 
vsake sonde in vzorca na čip po priloženi shemi z večstopenjsko pipeto. Če je bil v kakšni 
luknjici mehurček, smo ga prepikali z iglico, saj bi bila v nasprotnem primeru reakcija 
neuspešna. Čip smo nato postavili v napravo 'IFC Controller, Fluidigm' in pritisnili 'Load 
Mix', da so se na sredini čipa sonde in vzorci zmešali.   
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Slika 1. Začetni čip (48.48 Dynamic Array: Gene expression chip: Fluidigm, 2019).  
 
V program smo vpisali seznam genov in vzorcev ter namestili nastavitve. Ploščo smo po 
pomešanju vzorcev in sonde vstavili v napravo za PCR 'Biomark HD, Fluidigm' ter 
analizirali z nastavljenimi PCR cikli (Preglednica 9).  
 
Preglednica 11. Uporabljen PCR program za Biomark HD, Fluidigm napravo.  
T in čas  
50 C, 2 min 
40 ciklov 
95 C, 10 min 
95 C, 15 s 
60 C, 1 min 
Podatke smo po prejetju analizirali v prosto dostopnem programu quantGenius, ki so ga 
razvili na Nacionalnem inštitutu za biologijo. 
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
 
4.1 IZOLACIJA IN VZPOSTAVITEV GLIOBLASTOMSKIH CELIČNIH LINIJ 
TUMORJEV BOLNIKOV 
 
Vzorce tumorjev bolnikov smo po operaciji dobili iz Oddelka za Nevrokirurgijo 
Univerzitetnega kliničnega centra v Ljubljani. Vzorec smo obravnavali (slika 2), kot je 
opisano v poglavju 'Material in metode' (3.2.1). Dobljen vzorec smo ustrezno označili, ga 
opisali ter uvrstili v Gliobanko na NIBu. Za opisano raziskavo smo izbrali vzorce tumorjev 
šestih bolnikov. Iz njih smo izolirali glioblastomske celice, ki smo jih gojili v gojišču 
DMEM ter matične glioblastomske celice, ki smo jih gojili v gojišču NBE.   
 
 
Slika 2. Shematski prikaz poteka vzpostavitve celičnih linij GB iz tumorja bolnika. 
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4.1.1 Vzpostavitev glioblastomskih ter matičnih glioblastomskih celic 
 
V nalogi smo uporabili osem primarnih celičnih linij bolnikov, ki jih prikazuje preglednica 
12.  
 
Preglednica 12. Podatki glioblastomskih linij bolnikov.   
Bolnik 
Laboratorijska 
oznaka celic 
Starost 
(leta) 
Spol 
Preživetje po 
operaciji (meseci) 
Nekrotičnost vzorca 
Ožiljenost 
vzorca 
1 NIB138 51 Ž 3 nekrotično ožiljeno 
2 NIB140 54 M 10 nekrotično ožiljeno 
3 NIB147 61 M 8 mali del nekrotičen malo ožiljeno 
4 K26 (GMC) 76 Ž 16 ni nekroze ožiljeno 
5 NIB142 61 M 8 ni nekroze malo ožiljeno 
6 K71 55 M 26 ni nekroze ni ožiljeno 
7 K83 67 Ž 2 ni nekroze ožiljeno 
8 NIB152 51 M 6 ni nekroze malo ožiljeno 
Podatke o starosti, spolu in mesecih preživetja po operaciji so nam poleg vzorcev tumorjev poslali iz 
Onkološkega inštituta Ljubljana. Laboratorijsko oznako smo bolnikom dodali ob prejemu in opisu vzorca. 
Pred laboratorijsko obdelavo smo opisali še nekrotičnost in ožiljenost vzorca. 
 
Iz teh vzorcev smo iz petih bolnikov (štev. 1, 2, 3, 5, 8) izolirali celice GB, iz tkiva bolnika 
4 pa GMC. Od bolnikov štev. 6 in 7 so bile dostopne le tumorske rezine (Preglednica 13). 
 
Preglednica 13. Podatki o vzorcih glioblastoma. 
Bolnik 
Vzorec 
tkiva 
Tumorske 
rezine 
celice GB 
Matične 
celice GB 
1 ✔  ✔  
2 ✔  ✔  
3 ✔  ✔  
4 ✔   ✔ 
5 ✔  ✔  
6  ✔   
7  ✔   
8 ✔  ✔  
Vzorce tkiv po operaciji in tumorske rezine smo dobili iz Oddelka za Nevrokirurgijo, rezine z Inštituta za 
patologijo. Iz tkiv smo pripravili primarne kulture,  celice GB in GMC, kot je opisano v poglavju 3.2.1. 
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Slika 3. Morfologija glioblastomskih (GB) celic.  
Celične kulture bolnikov smo vzpostavili kot je opisano v poglavju 3.2.1 in jih gojili v gojišču  DMEM. 
Primerjava med različnimi morfologijami kultur kaže na znatne razlike, ki lahko izvirajo z različne genetske 
osnove podvrste GB pri različnih bolnikih, kar bo določeno v nadaljevanju dela. Celice smo slikali z 
invertnim mikroskopom pri 10 X povečavi. Merilo predstavlja 100 µm. 
 
Linije glioblastomskih celic se med seboj morfološko razlikujejo (Slika 3). Te imajo 
različno dolge in različno oblikovane izrastke, na nekaterih se vidi očitna povezava s 
sosednjimi celicami. Različne celične linije so v različnem času prerasle dno gojitvene 
posodice, celice nekaterih bolnikov so se delile zelo hitro (kratek razpolovni čas), druge 
niso nikoli dosegle tolikšne rasti ali so celo odmrle. Slikano z invertnim mikroskopom pri 
10 X povečavi. Merilo predstavlja 100 µm. 
 
 
Slika 4. Morfologija matičnih glioblastomskih celic (GMC).  
GM bolnikov in ustaljene celične linije so bile gojene v 3 – dimenzionalnih kulturah v gojišču NBE, kot je 
opisano v 3.2.1.1.2. Celice smo slikali z invertnim mikroskopom pri 10 X povečavi. Merilo predstavlja 100 
µm.  
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GMC rastejo v okroglih skupkih/sferoidih (Slika 4) in jih je bilo težje 'vzgojiti' iz 
tumorskih vzorcev. Uspešnost izolacije GMC linije iz prejetih tkiv bolnikov je bila 30 % in 
odvisna od kvalitete dobljenega vzorca tkiva. V nekrotičnem tkivu je bilo matičnih celic 
malo ali jih sploh ni bilo, v ožiljenem pa jih je bilo veliko. V tem delu smo za prikaz izbrali 
linijo bolnika štev. 4. 
 
Naj poudarimo, da potrebujejo GMC, ki glede na svojo naravo rastejo le v 3 – 
dimenzionalnih kulturah, tako imenovanih sferoidih ali nevrosferah, v posebnem 
nevrobazalnem gojišču (NBE), ki ne vsebuje seruma, saj ob njegovem dodatku GMC 
diferencirajo v progenitorske in celice GB. Slednje smo gojili v gojišču DMEM v 2 – 
dimenzionalnih kulturah, ki smo jih pripravili neposredno iz bolnikov. Podobno je opisano 
tudi v raziskavah skupin Torres in sod., 2011 in Singer in sod., 2015.  
 
4.2 IZRAŽANJE RECEPTORJEV V CELICAH  
 
4.2.1 Izražanje receptorjev CB1 in CB2 v glioblastomskih tumorskih celicah. 
 
Ugotovili smo izražanje receptorjev CB1 in CB2 v glioblastomskih tumorskih celicah, ki 
smo jih vzgojili iz tumorskih vzorcev bolnikov ter celic že ustaljene linije U373 in za 
primerjavo na normalnih astrocitih z imunocitokemijsko metodo, kjer smo specifičnost 
vezave CB1 in CB2 protiteles ugotovili z dodatkom epitop nevtralizacijskega peptida, ki se 
veže na epitop vezavno mesto za primarno protitelo. kot je opisano v poglavju 3.2.3.  
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Slika 5. Izražanje receptorjev CB1 in CB2 v glioblastomskih celicah.  
Celice, fiksirane s 4 % PFA, slikane z invertnim mikroskopom pri 20 X povečavi. Imunohistokemijsko smo 
celice izpostavili primarnim in sekundarnim protitelesom ter jih obarvali z DAB substratom in 
hematoksilinom. Imunoreaktivnost CB1 in CB2 se izraža z intenziteto rjavo obarvanih celic (DAB substrata), 
jedra so označena z modro barvo hematoksilina. Merilo predstavlja 100 µm. Kvantifikacija nivoja izražanja 
receptorjev CB1 in CB2 je opisana v Preglednici 14.  
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Preglednica 14. Kvantitativno izražanje receptorjev CB1 in CB2 v glioblastomskih celicah.  
Celične linije Receptor CB1 Receptor CB2 
U373 + - 
Normalni astrociti + + 
Bolnik 1 ++ ++ 
Bolnik 2 + + 
Bolnik 3 - - 
Bolnik 5 + + 
Bolnik 8 + ++ 
+++ Visoko izražanje antigena  
++ Srednje visoko izražanje antigena  
+ Nizko izražanje antigena  
- Ni izražanja antigena 
 
Pri vseh bolnikih ter U373, razen pri bolniku 3, smo potrdili izražanje receptorjev CB1, 
vendar pa smo pri bolniku 1 ter 8 delno rjavo izražanje videli tudi ob dodatku peptida, kar 
lahko razložimo kot nespecifično obarvanje zaradi prisotnosti proteinov, ki vežejo protitelo 
nespecifično ali pa smo dodali premalo nevtralizacijskega peptida in le ta ni popolnoma 
inhibiral vezave. Izražanja receptorjev CB2 nismo zaznali pri U373 celicah, pri bolnikih pa 
se je izražal enako močno (bolnik 1) ali bolj (bolnik 8) kot CB1 (Slika 5, Preglednica 14). 
Specifično, delež pozitivnih celic pri bolniku 5 je 20 – 30 %, bolniki 2, 6 in 8 mnogo 
manjšo, 0 -1 %, bolnik 7 pa 80 % prisotnost receptorjev. V normalnih možganskih celicah 
smo mi potrdili 30 % prisotnost CB1 (Preglednica 14). 
 
CB1 je v večini prisoten na plazemskih membranah celic centralnega živčnega sistema, 
CB2 pa več na imunskih celicah (Velasco in sod., 2012). Veliko študij kaže na povečano 
izražanje kanabinoidnih receptorjev v raznih vrstah tumorjev. Še posebej to velja za 
maligne celice glioma, ki sicer izvirajo prvenstveno iz glialnih celic oz. astrocitov. V naši 
raziskavi se je v astrocitih CB2 izražal v večjem deležu kot v raziskavi Schley in sod., 
2009. V tej raziskavi se je v celicah GB izražal večji delež CB2 kot CB1, deleži CB2 so se 
večinsko gibali od 70 do 90 %.  
 
Receptorji CB1 in CB2 so torej izraženi v primarnih celičnih linijah GB. Dumitru in sod. 
(2018) so poročali, da se CB2 bolj izraža v višjih stopnjah razvoja tumorja. Receptor CB1 
pa potrebuje še dodatno karakterizacijo, saj različne raziskave kažejo zelo različna 
izražanja v različnih podtipih GB. Vsebnost receptorjev v tumorskih celicah je lahko 
ključna, saj je aktivacija v celicah GB in vitro zmanjšala njihovo proliferacijo in posredno 
sprožila apoptozo tumorskih celic (Dumitru in sod., 2018).  
 
Receptorji CB1 na membranah celic se nahajajo skupaj z vrsto ostalih celičnih receptorjev, 
s katerimi morebiti delujejo vzajemno, kot so kemokinski, estrogenski, receptorji rastnih 
faktorjev in ostali (Pisanti in sod., 2013).  
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Povečano izražanje CB2 v glioblastomskih celicah v primerjavi z zdravimi možganskimi 
celicami je opazilo več raziskovalnih skupin (Ellert-Miklaszewska in sod., 2011). Ena od 
skupin je potrdila 38 % prisotnost CB1 v endotelijskih celicah glioblastoma, v normalnih 
možganskih celicah je bil delež manjši, 24 %. V tkivih gliobalstoma je bilo obarvanih do 
45 % normalnih možganskih celic in do 54 % endotelijskih celic. Schley in sod. (2009) so 
tako potrdili večjo prisotnost obeh vrst receptorjev v malignih celicah in manjši delež 
receptorjev v normalnih možganskih celicah, hkrati pa so pokazali večjo vsebnost CB2 v 
možganih in GB tumorjih (Schley in sod., 2009). Zaključili so, da CB2 vsebnost korelira z 
malignostjo, medtem ko so za CB1 rezultati še nejasni in so lahko receptorji v višjih 
stopnjah GB enako kot v nižjih stopnjah (Schley in sod., 2009), znižani (De Jesus in sod., 
2010) ali tudi zvišani (Ciaglia in sod., 2015). 
 
Tudi v naših rezultatih se prisotnost CB1 v celicah bolnikov giblje v podobnih deležih; 
bolnik štev. 5 je kazal CB1 prisotnost 20 – 30 %, bolniki štev. 2, 6 in 8 pa mnogo manjšo, 
med 0 – 1 %, bolnik štev. 7 pa 80 % prisotnost receptorja CB1. V normalnih možganskih 
celicah smo mi potrdili 30 % prisotnost CB1 (Preglednica 14). CB2 v normalnih 
možganskih celicah je v naši raziskavi pokazal nekoliko večji delež kot v raziskavi Schley 
in sod. (2009), medtem so celice GB izražale do 60 % CB2, kar je manj kot v primerjalni 
raziskavi, kjer se je delež CB2 v GB gibal od 70 do 90 %, kar je več kot povprečna 
vsebnost CB1.  
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4.2.2 Izražanje receptorjev CB1 in CB2 v glioblastomskih matičnih celicah. 
 
Izražanje receptorjev CB1 in CB2 smo določevali z Alexa Fluor 488 barvilom, kot je 
opisano v poglavju '3.2 Metode'. Poleg dveh ustaljenih GMC linij NCH644 in NCH421k 
smo zbrali matične celice bolnika štev. 4. 
 
 
Slika 6. Izražanje receptorjev CB1 in CB2 na matičnih glioblastomskih celicah (GMC).  
GMC smo gojili v 3 – dimenzionalnih sferoidih, kot je opisano v poglavju 3.2.2.1. Imunofluorescenčno smo 
matične celice izpostavili primarnim in sekundarnim protitelesom ter jih obarvali z DAPI in Alexa Fluor 488 
barviloma. Receptorja CB1 in CB2 sta označena z zeleno barvo (Alexa Fluor 488), jedra z modro (DAPI). 
Skale predstavljajo od 40 do 60 µm. Slikano z invertnim fluorescenčnim mikroskopom pri 20 X povečavi.  
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Na sliki 6 vidimo, da sta bila CB1 in CB2 močno izražena na površini, v citoplazmi in se 
deloma prekrivata s fluorescenco v jedru (Slika 6). Vidimo, da je semikvantitativno višje 
izražanje receptorjev CB2 kot CB1. Podobno so Aguado in sod. (2007) pokazali da je 
izražanje obeh receptorjev CB1 in CB2 v GMC podobnim celicam U87-GMC in U373-
GMC, z metodo Western in rtPCR, vendar so bila izražanja na obeh nivojih nekoherentna. 
Na proteinskem nivoju se v GMC celicah izraža več CB2 kot CB1 (Aguado in sod., 2007), 
več kot v diferenciranih U87 in U373. Diferencirane linije imajo diametralno različno 
izražanje obeh receptorjev od nediferenciranih celic, medtem ko indukcija matičnih genov 
zviša izražanje receptorja CB2. V svoji raziskavi so sicer uporabili umetno de-
diferencirane U87 vzpostavljene linije, kar ni neposredno primerljivo s celicami, ki smo jih 
uporabljali iz vzorcev bolnikov. V raziskavi so uporabili antagoniste za aktivacijo CB1 in 
CB2 in so z dvojno imunofluorescenco pokazali so-lokalizacijo obeh receptorjev na GMC 
celicah in vitro ter v mišjih ksenograftih. Najbolj pomemben rezultat te raziskave je 
korelacija izražanja genov matičnosti v celicah GB z vsebnostjo kanabinoidnih receptorjev. 
 
Skupaj lahko zaključimo, da dosedanji rezultati kažejo na visoko vsebnost kanabinoidnih 
receptorjev, ki so povezani s celično de-diferenciacijo in inhibicijo napredovanj GB v 
živalih, zato so obetavne tarče za nadaljnje raziskave z njimi povezanih zdravil.  
 
4.3 VPLIV KANABINOIDOV NA GLIOBLASTOMSKE CELICE 
 
4.3.1 Vpliv tretiranja s smolama THC in CBD na viabilnost celic GB. 
 
Celične linije celic GB štirih bolnikov ter U373 smo tretirali z različnimi koncentracijami 
smole THC in CBD. V kontrolnem poskusu (prikazan kot '0') smo celice tretirali le z 0,4 % 
topilom DMSO kot nosilcem smole THC in CBD, kot kontrolo pa smo uporabili 
netretirane celice (K).   
 
Smola THC je vsebovala 43 % THC in 14 % CBD, smola CBD pa 5,1 % CBD in 2,5 % 
THC, kot je podano v Preglednici 3 in 4.  
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Slika 7. Vpliv smole THC na viabilnost celic GB.  
S testom MTT ob dodatku smole THC ugotovili njen vpliv na viabilnost celic GB bolnikov v primerjavi z 
vzpostavljeno linijo U373. Smolo smo redčili v topilu DMSO in jo dodali celicam GB (5000-7000 celic), ki 
smo jih tretirali z naraščajočimi koncentracijami (od 1 – 5 µM v končni vrednosti) s smolo THC 48 ur, v 
primerjavi s kontrolnimi celicami (0), ki smo jih tretirali z 0,4 % DMSO kot opisano v poglavju 3.2.5.1. P-
vrednosti smo izračunali z Welchovim T-testom,  *p < 0,05 , **p < 0,01 , ***p < 0,001. Raztros (standardno 
napako SEM) smo ocenili v treh bioloških ponovitvah.  
 
Pri vseh celičnih linijah GB smo opazili postopno večje zmanjševanje viabilnosti celic z 
večanjem dodane koncentracije smole THC. Ob dodatku 5 µM THC se je viabilnost celic 
pri bolniku 3 signifikantno znižala za 81 % in pri celicah U373 za 94 %. Nad koncentracijo 
3 µM THC je viabilnost celic začela upadati pri vseh linijah (Slika 7).  
 
Skupina Marcu in sod. (2010) je na GB linijah U251 in SF126m preverila vpliv 
kombinacije CBD in THC hkrati. Delovala sta sinergistično in inhibirala proliferacijo 
celic. Tretiranje z obema spojinama hkrati je pripeljalo do signifikantne modulacije 
celičnega cikla, do zmanjšanja ROS (reactive oxygen species), do celične apoptoze ter do 
specifične modulacije aktivnosti receptorske kinaze in jedrnih kaspaz. Teh sprememb niso 
opazili ob dodatku le ene od obeh snovi, kar kaže na specifične poti prenosa signala, ki jih 
je kombinirana terapija prizadela (Marcu in sod., 2010).  
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Slika 8. Vpliv smole CBD na viabilnost celic GB.  
S testom MTT smo ob dodatku smole CBD ugotovili njen vpliv na viabilnost celic GB bolnikov v primerjavi 
z vzpostavljeno linijo U373. Celice GB smo tretirali s smolo CBD v različnih koncentracijah od 0,3, 0,6, 1, 
do 1,6 µM 48 ur, kot opisano v poglavju 3.2.5.1. Smolo smo redčili v topilu DMSO in primerjali z 
netretiranimi linijami ('0'), ki smo jih tretirali samo z  0,4 % DMSO. P-vrednosti smo izračunali z Welchovim 
T-testom,  *p < 0,05 , **p < 0,01 , ***p < 0,001. Raztros (standardno napako SEM) smo ocenili v treh 
bioloških ponovitvah. 
 
Smola CBD (Slika 8) je imela že pri nižjih koncentracijah večji vpliv na viabilnost kot 
smola THC (Slika 7), vendar pa smo CBD uporabili le do koncentracije 1,6 µM, THC pa 
do 5 µM, kjer je bil vpliv večji. Največji vpliv smo opazili pri dodatku 1,6 µM CBD. Pri 
bolniku 1, 2 in 5 je bilo 30 – 40 % znižanje.  
 
Marcu in sod. (2010) so izmerili vpliv sintetičnega CBD in THC na humane U251 in 
SF126 linije celic. Njihovi rezultati kažejo na 26 ± 9 % viabilnost SF126 celic ob 
prisotnosti samega 3,9 µmol/L THC in samega 1,4 µmol/L CBD, kar ustreza našim 
rangom viabilnosti v tem območju. Viabilnost U251 celic je bila 55 ± 3 % ob prisotnosti 
5,4 µmol/L THC, 69 ± 4 % ob prisotnosti 0,9 µmol/L CBD ter 2 ± 2 % ob prisotnosti 5,4 
µmol/L THC in 0,9 µmol/L CBD (Marcu in sod., 2010).  
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Slika 9. Vpliv smol THC in CBD na viabilnost celic GB.  
S testom MTT smo ob dodatku smol THC in CBD ugotovili vpliv teh na viabilnost celic GB. Celice smo 
tretirali 48 ur s smolama THC in CBD v razmerju, kjer sta se obe učinkovini nahajali v ekvimolarnem 
razmerju 1:1. Obe smoli smo redčili v topilu DMSO do koncentracije 0,4 % DMSO. Kontrolne celice smo 
tretirali z 0,4 % DMSO. Raztros (standardno napako SEM) smo ocenili v treh bioloških ponovitvah.  
 
Določili smo skupni učinek THC in CBD na celice bolnikov. Izbrane celične linije celic 
GB smo tretirali s kombinacijo smol THC in CBD (Slika 9). Izbrali smo kombinacijo smol 
THC in CBD v molarnem razmerju 1:1, pri kateri se je viabilnost celic pod vplivom 
posameznih učinkovin znižala za 20 % (Sliki 7 in 8). Pri  liniji U373 se je viabilnost ob 
kombinaciji zmanjšala za 36,6 % (Slika 9). Pri bolnikih nismo opazili signifikantnega 
sinergističnega učinka na viabilnost celic ob dodatku kombinacije smol. Pozitiven vpliv 
kombinacije obeh kanabinoidov je bil razviden na Sliki 9 na U373 celicah, kar so potrdili 
tudi Marcu in sod. v raziskavi skupnega vpliva sintetičnega CBD in sintetičnega THC. 
Pokazali so, da CBD izboljša inhibitorni učinek THC na rast SF126 celic in največji učinek 
zaznali ob dodatku razmerja THC:CBD – 5,4 : 0,9 s skoraj 100 % zmanjšanjem celične 
viabilnosti celic U251 (te so identične U373 celicam). Ob dodatku kombinacije v razmerju 
1:1 so v celicah SF126 dokazali zmanjšanje viabilnosti, za približno 75 % glede na 
kontrolo brez tretiranja (Marcu in sod., 2010).  
 
Torres in sod. (2011) so za vsako od treh uporabljenih linij GB (U87, T98G in HG19) 
ugotovili optimalno koncentracijo THC in CBD. Uporabili so čiste sintetične spojine. Na 
U87 liniji so dodajali posamične koncentracije THC ali CBD kot: 0,7 µmol/L, 0,9 µmol/L 
in 1,2 µmol/L. Preizkusili so posamične vplive obeh spojin in kombinacije obeh spojin v 
teh treh koncentracijah. Ugotovili so, da je celično viabilnost najbolj zavrla zadnja 
koncentracija dodanih obeh spojin, t.j. 1,2 µmol/L za približno 60 %. Za drugo uporabljeno 
linijo celic GB so uporabili koncentracije 1,2 µmol/L, 1,6 µmol/L in 2 µmol/L in ponovno 
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ugotovili, da je zadnja (2 µmol/L) imela največji vpliv na viabilnost celic – okoli 80 %. Pri 
tretji liniji so uporabili koncentracije 2,4 µmol/L, 3 µmol/L in 3,5 µmol/L. Tudi v tem 
primeru je največji vpliv imela največja koncentracija, t.j. 3,5 µmol/L s približno 60 % 
zmanjšano viabilnostjo celic. V vseh treh primerih so potrdili, da je kombinacija obeh THC 
in CBD v razmerju 1:1 bolj učinkovita kot vpliv posameznega THC ali posameznega CBD. 
V teh poskusih so uporabili smoli THC in CBD s sestavo, enako sestavi naših smol: smola 
THC je vsebovala 67,6 % THC in 0,3 % CBD, smola CBD pa 65,4 % CBD in 3,2 % THC 
(Torres in sod., 2011).  
 
4.3.2 Vpliv tretiranja s smolama THC in CBD na viabilnost glioblastomskih matičnih 
celic. 
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Slika 10. Vpliv smole THC na viabilnost matičnih glioblastomskih celic (GMC).  
S testom MTS smo ob dodatku smole THC ugotovili vpliv le te na viabilnost GMC. Glioblastomske matične 
celice smo s smolo THC tretirali 48 ur v različnih koncentracijah (1, 2, 3, 5 µM). Smolo smo redčili v topilu 
DMSO. K – netretirane kontrolne celice, 0 – celice, ki smo jih tretirali z 0,4 % DMSO. P-vrednosti smo 
izračunali z Welchovim T-testom,  *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001. Raztros (standardno napako SEM) 
smo ocenili v treh bioloških ponovitvah. 
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Viabilnost GMC po tretiranju s smolama THC in CBD smo ugotovili pri bolniku štev. 4 ter 
na linijah NCH644 in NCH421k (Slika 10). Pri vseh treh linijah vidimo zmanjšanje 
viabilnosti celic ob povečanju koncentracije smole THC, ki je imela že v nižji koncentraciji 
2 µM velik vpliv na viabilnost GMC celic, koncentraciji 3 in 5 µM pa sta zmanjšali 
viabilnost tudi do 94 % (p < 0,001).  
 
Ob pregledu znanstvenih objav nismo našli nobenega članka, kjer bi dokazali vpliv THC 
na GMC celice.  
 
0
50
100
150
NCH644 NCH421k BOLNIK 4
0 0.3 0.6 1 1.6 0 0.3 0.6 1 1.6 0 0.3 0.6 1 1.6KKK
*
CBD (M) v smoli
V
ia
b
il
n
o
s
t 
c
e
li
c
 (
%
)
 
Slika 11. Vpliv smole CBD na viabilnost matičnih glioblastomskih celic (GMC).  
Glioblastomske matične celice smo s smolo CBD tretirali 48 ur v koncentracijah od 0,3 , 0,6 , 1, do 1,6 µM. 
Smolo smo redčili v topilu DMSO. S testom MTS smo določili vpliv na viabilnost GMC celic v primerjavi s 
kontrolnimi celicami, ki smo jih tretirali z 0,4 % DMSO. P-vrednosti smo izračunali z Welchovim T-testom, 
 *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001. Raztros (standardno napako SEM) smo ocenili v treh bioloških 
ponovitvah. 
 
Smola CBD je imela manjši vpliv na viabilnost GMC celic kot smola THC (Slika 11). 
Največji vpliv smo videli na liniji NCH421k, ob dodatku 1,6 µM CBD se je viabilnost 
zmanjšala za 36,4 %. Koncentraciji 0,6 µM in 1 µM sta imeli manjši učinek, zmanjšanje za 
okoli 20 %. Pri ostalih dveh linijah so učinki manjši. 
 
Singer in sod. (2015) so v raziskavi uporabili dve primarni GMC liniji 387 in 3832, ki so ju 
vzgojili iz tumorskih sekcij ter čisti CBD in potrdili inhibicijo viabilnosti celic ob dodatku 
CBD omenjenim GMC celicam. Določili so tri koncentracije CBD, največji učinek je 
imela 1 µM koncentracija. V naših poskusih 1 µM koncentracija CBD ni imela največjega 
učinka pri NCH421k liniji. V raziskavi so predvideli, da je do učinka prišlo zaradi 
inhibicije samoobnavljanja celic, do česar pride zaradi aktivacije poti p-p38, in zaradi 
izgube matičnosti, ki je regulirana s proteini Sox2, Id1 in p-STAT3 (Singer in sod., 2015).   
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Razlika v najbolj učinkoviti koncentraciji v obeh raziskavah je v sami sestavi učinkovine, 
saj smo mi uporabili smolo CBD, v kateri je prisotnih še mnogo drugih snovi, ki imajo 
lahko sinergističen ali inhibitoren učinek na viabilnost, Singer in sod. (2015) pa so 
uporabili čisti CBD, s katerim so sicer dokazali podobne učinke.  
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Slika 12. Vpliv smol THC in CBD na viabilnost matičnih glioblastomskih celic (GMC).  
S testom MTS smo ob dodatku smol THC in CBD ugotovili vpliv teh na viabilnost GMC. Celice smo tretirali 
s smolama THC in CBD v razmerju 1:1 48 ur. Smoli smo redčili v topilu DMSO (0,4 % DMSO). Kontrolne 
celice smo tretirali z 0,4 % DMSO. Raztros (standardno napako SEM) smo ocenili v treh bioloških 
ponovitvah. 
 
Tretiranje matičnih celic s kombinacijo smol THC in CBD je imelo največji učinek (49 % 
inhibicijo) pri NCH644 liniji. Pri liniji NCH421k smo opazili za 35 % zmanjšano 
viabilnost ob dodatku kombinacije. Pri bolniku štev. 4 pa tega učinka ni bilo. 
 
Raziskav, ki bi proučevale sinergističen učinek THC in CBD v GMC nismo zasledili. 
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4.4 IZRAŽANJE RECEPTORJEV NA TKIVIH  
 
4.4.1 Izražanje receptorjev CB1 in CB2 na glioblastomskih tkivih. 
 
Izražanje receptorjev CB1 in CB2 smo ugotovili na parafinskih rezinah tumorjev bolnikov, 
ki smo jih dobili iz Inštituta za patologijo Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani. 
Patolog je po končani analizi glede na sliko 13 kvantificiral izražanje in lokalizacijo 
receptorjev CB1 in CB2 z določanjem intenzitete barvanja, deleža pozitivnih celic in 
lokalizacije receptorjev (Preglednica 15). 
 
 
Slika 13. Izražanje receptorjev CB1 in CB2 na glioblastomskih tkivih.  
Parafinske rezine tumorjev bolnikov, slikane z invertnim mikroskopom pri 20 X povečavi. 
Imunohistokemijsko smo rezine izpostavili primarnim in sekundarnim protitelesom ter jih obarvali z DAB 
substratom in hematoksilinom, ko je opisano v poglavju 3.2.3.1. CB1 in CB2 sta označena z rjavo barvo 
(DAB substrat). Za kontrolo specifičnosti smo uporabili nevtralizacijski peptid. Jedra so označena z modro 
barvo (hematoksilin), merilo predstavlja 50 µm. Kvantifikacija slik je opisana v Preglednici 15. 
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Preglednica 15. Kvantitativno izražanje in lokalizacija receptorjev CB1 in CB2 na glioblastomskih 
tkivih.   
 CB1 CB2 
Vzorec GB Intenziteta 
barvanja 
Pozitivne 
celice  
Lokalizacija Intenziteta 
barvanja 
Pozitivne 
celice  
Lokalizacija 
Bolnik 2 1 1 C 1 3 J 
Bolnik 5 2 1 C 2 3 J 
Bolnik 6 0 0 - 2 3 J, C 
Bolnik 7 1,5 3 J, C 2 3 J, C 
Bolnik 8 1 1 J, C 2 1 J, C 
Norm. možgani 2 1 C 3 2 J, C 
Intenziteta barvanja: 1=najmanjše, 2=srednje, 3=največje obarvanje.  
Delež pozitivnih celic: 0 % = 0, 1 – 33 % = 1, 33 – 66 % = 2, 66 – 100 % = 3 
Lokalizacija: M: membranski, J: jedrni, C: citoplazemski 
 
V raziskavah uporabljajo različne načine kvantifikacije obarvanja tkivnih rezin. Rizzardi in 
sod. so uporabili naslednji način; ocena 0, ki je pomenila popolno odsotnost obarvanja, 
ocena 1 je pomenila manj kot 10 % obarvanih celic, ocena 2 (10 – 50 % obarvanih celic) in 
ocena 3 z več kot 50 % obarvanostjo (Rizzardi in sod., 2012).  
 
Običajno v IHC rezultatih ocenjujemo relativni delež imuno-pozitivnih celic glede na 
skupno število celic. Vsako vrednost se običajno zabeleži kot oceno vsakih 10 %. Vendar 
pa ta metoda ne upošteva intenzitete obarvanja in je tako pomanjkljiva. Zato so bolj 
uporabne metode, ki ocenijo tako kvantitativno kot kvalitativno. Kvantitativno je opisano 
zgoraj, kvalitativno pa se oceni intenziteto obarvanja, najbolj pogosto se jo ocenjuje z 
ocenami od 0 do 3 pri čemer 0 označuje negativno, 1+ rahlo pozitivno, 2+ srednje 
pozitivno in 3+ močno pozitivno obarvanje. Ta metoda z dodano kvalitativno oceno je bolj 
natančna, vendar pa se lahko rezultati razlikujejo zaradi subjektivnosti posameznega 
ocenjevalca. Vedno bolj pogosto se za oceno uporablja računalniška orodja, ki lahko bolj 
natančno in objektivno določijo delež obarvanega tkiva (Kim in sod., 2016). 
 
V tkivu bolnika štev. 2 je bila vsebnost receptorja CB1 najnižja, le 1 % pozitivnih celic, 
nahajali so se pretežno citoplazmi. Intenziteta obarvanja receptorja CB2 je bila prav tako 
nizka, delež pozitivnih celic je bil 80-90 %, nahajali pa so se pretežno blizu jedra.  
 
Pri bolniku štev. 5 je bilo obarvanje za receptor CB1 srednje, pozitivnih celic je bilo 20-30 
%, receptor se je nahajal pretežno v citoplazmi. Intenziteta obarvanja receptorja CB2 je 
bila tudi pri receptorju CB2 srednja z nad 90 % obarvanih celic ter lokalizacijo receptorja v 
jedru.  
 
Tkivo bolnika štev. 8 ni vsebovalo receptorja CB1, receptor CB2 se je barval s srednjo 
intenziteto z 90 % pozitivnih celic in lokalizacijo v jedru ter v citoplazmi. Tkivo bolnika 
štev. 7 je vsebovalo srednje vrednosti receptorja CB1, delež pozitivnih celic je bil 80 %, 
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lokalizacija receptorjev pa je bila poleg citoplazemske tudi jedrna. Receptor CB2 se je 
barval s srednjo intenziteto s 70 % deležem pozitivnih celic, nahajal se je v jedru in 
citoplazmi.  
  
V zdravih možganih smo opazili prisotnost receptorjev CB1 in CB2. CB1 se je nahajal v 
citoplazmi, CB2 poleg citoplazme pa tudi v jedru. Intenziteta barvanja je bila pri CB1 
označena s srednjo vrednostjo, pri CB2 pa z največjo s 60 % pozitivnih celic. 
 
Celice in tkivne rezine bolnikov 2, 5 in 8 so nizko izražali receptorje (Preglednica 14), na 
tkivih so vsi trije imeli do 33 % delež pozitivnih celic (Preglednica 15). Podobnost med 
omenjenimi bolniki vidimo tudi v Preglednici 12. Vsi trije so moškega spola, med 51 in 61 
let, vsa tri tkiva so bila ožiljena oz. malo ožiljena. Od teh treh linij je bilo nekrozno tkivo le 
tkivo bolnika štev. 2, kar očitno ni vplivalo na izražanje receptorjev na celicah in tkivih.  
 
4.5 IZRAŽANJE GENOV CNR1 (CB1) IN CNR2 (CB2) V TUMORSKIH VZORCIH 
 
V tumorskih vzorcih različnih stopenj, ki smo jih shranili v NIB – GLIOBANKI (projekt 
Interreg Transglioma) smo na nivoju mRNK ocenili izražanje gena receptorja CB1. 
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Slika 14. Izražanje gena CNR1 v različnih glioblastomskih tumorskih vzorcih.  
mRNK ekspresijo CNR1 gena smo ugotovili z metodo PCR v realnem času in jo v programu quantGenius 
normalizirali na hišna gena HPRT1 in GAPDH. Vsak vzorec smo analizirali v dvojnikih, standardno napako 
smo ocenili kot raztros od srednje vrednosti. Črtice predstavljajo srednjo vrednost (mediano) vsake skupine 
vzorcev. 
n – število vzorcev v posamezni skupini, N – nerakavo možgansko tkivo, Gliom I – II – gliom nizke stopnje 
razvoja (pilocitni astrocitom, astrocitom, oligodendrogliomi), Gliom III – (anaplastični astrocitom), GB – 
glioblastomsko tkivo, GB pon. – ponovljeni GB, celice GB – izolirane iz tumorjev bolnikov, GMC celice –
matične celice GB, izolirane iz tumorjev bolnikov. 
 
Izražanje genov smo ocenili v sedmih različnih skupinah vzorcev. Največje število 
vzorcev, t.j. 38, smo uporabili v skupini tkiv GB. V tkivih smo iz Slike 15 razbrali 
relativno izražanje mRNK CNR1 gena kot 1 enoto. V skupini nerakavega možganskega 
tkiva smo uporabili 16 vzorcev z nizkim izražanjem gena okoli 0,2 enote. V skupini 
gliomov nizke stopnje (I in II) razvoja smo uporabili 17 vzorcev, ki so skupno relativno 
izražali mRNK okoli 0,4 enote, 5 vzorcev gliomov III. stopnje je izražalo okoli 0,6 enote. 
Največ je bilo 38 gliomov IV. stopnje (tkivo GB), ki so izražali ekspresijo približno 1 
enoto.  
 
Relativno ekspresijo 0,7 enot mRNK smo ocenili še v skupini 5. ponovljenih vzorcev GB. 
Z naraščanjem stopnje malignosti tumorja torej narašča tudi relativna vsebnost CNR1 
mRNK gena. V nadaljnjih poskusih težimo k izenačenju števila vzorcev različnih skupin 
za primernejšo statistično primerjavo. V skupini celic GB smo ocenili 10 vzorcev z največ 
2 mRNK enotama. Skupina GMC s 6 vzorci je izražala le okoli 0,1 enote. Naši rezultati 
Žvar Baškovič B. Vpliv kanabinoidnih substanc na glioblastom z različno izraženimi receptorji CB1 in CB2. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 
45 
sovpadajo z drugimi raziskavami, ki ugotavljajo naraščanje kanabinoidnih receptorjev s 
stopnjo malignosti (Dumitru in sod., 2018). 
 
V internetni bazi 'Human Protein Atlas (2018)' vidimo, da se CNR1 gen nahaja na šestem 
kromosomu z dolžino 26 tisoč baznih parov. Na Sliki 14 izražanja CNR1 gena kaže 
skupina 'možgani' izražanje 18,7 TPM (tags per million). Preverjeno je tkivo, ni pa 
podatkov za posamezne možganske celice. Ocenili so lokalizacijo, ki je intracelularna in 
membranska (Human Protein Atlas, 2018). Feve in sod. (2014) so v svoji preiskavi 
izražanje CNR1 ocenili  na dveh GMC linijah (TG1 in OB1), na eni liniji GB (U87) in na 
humanih astrocitih. V liniji GB U87 je ekspresija minimalna, enako so potrdili za humane 
astrocite, v obeh GMC linijah pa so pokazali opazno ekspresijo gena (Feve in sod., 2014). 
Naši rezultati kažejo obratno od njihovih, večje izražanje gena v celicah GB kot v GMC. 
To lahko pripišemo različnemu viru in/ali heterogenosti glioblastomskega tkiva oz. celic.  
 
Enako smo želeli preveriti tudi na genu receptorja CB2 – CNR2, vendar sonda ni delovala. 
CNR2 je lokaliziran na membrani, njegova dolžina je 42 tisoč baznih parov. Ekspresija 
RNK na grafu internetne baze 'Human protein atlas' je 0 TPM (Human …, 2018).  
 
Bodoče raziskave: 
 
V prihodnjih raziskavah bi bilo potrebno s testi MTT preveriti še posamezen vpliv vsake 
od smol skupaj s kemoterapevtikom TMZ. S tem bi videli, katere kombinacije in 
koncentracije imajo še večji, to je sinergistični učinek, kakor so poročali nekateri avtorji 
(Dumitru in sod., 2018).  
 
Nadalje bi lahko dodali še vpliv obsevanja z različnimi enotami in prav tako ocenili dodane 
učinke kanabinoidov, kot je opisal Ivanov in sod. (2017). Pri teh poskusih bi morali 
upoštevati še vpliv na ciklično obsevanje, ki je predpisan bolnikom in preveriti različne 
jakosti obsevanja v različnih ciklih ter določiti najbolj optimalnega. Nato bi bilo potrebno 
preiti na personalizirano terapijo in za vsakega bolnika posebej (izolirane GB/GMC linije) 
določiti optimalne koncentracije kanabinoidov, kemoterapevtikov in obsevanja za najbolj 
inhibitorni učinek na rast in invazijo GB, še posebej GMC celic.  
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5 SKLEPI 
 
- Potrdili smo, da smoli THC in CBD, pridobljeni iz rastline Cannabis sativa, 
vplivata na viabilnost različnih vrst celičnih linij GB. 
 
- V različnih tkivih GB  smo uspešno potrdili izražanje proteinov kanabinoidnih 
receptorjev CB1 in CB2. 
 
- Uspešno smo določili izražanje receptorskega CB1 gena CNR1 v različnih skupinah 
tumorskih vzorcev. 
 
- Potrdili smo sinergistično delovanje THC in CBD tako v celicah GB kot v GMC 
celicah. 
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6 POVZETEK  
 
V tej raziskavi smo ocenili vpliv smol THC in CBD, pridobljenih iz Cannabis sativa, na 
viabilnost primarnih celic bolnikov in sicer glioblastomskih (GB) in glioblastomskih 
matičnih celic (GMC) v primerjavi z ustaljenimi celicami GB U373 in GMC linijama 
NCH. Z imunohistokemijskimi metodami smo semikvantitativno ocenili tudi izražanje 
kanabinoidnih receptorjev CB1 in CB2 v tumorjih bolnikov. Vzporedno smo na drugem 
setu vzorcev gliomov različnih stopenj, ki so shranjeni v NIB-GLIOBANKI s testom PCR 
v realnem času ocenili izražanje CNR1 gena za receptor CB1. 
 
V prvem delu raziskave smo ugotovili učinek kanabinoidne THC in CBD obogatene smole 
na celice GB in GMC v različnih koncentracijah in razmerjih. Ob dodatku smole THC smo 
največji učinek na celicah GB opazili pri koncentraciji 5 µM, viabilnost U373 liniji se je 
zmanjšala do 95 %, pri primarni liniji bolnika štev. 3 do 70 %, pri bolnikih štev. 1, 2 in 5 
pa je bilo zmanjšanje med 30 in 50 % (Slika 7). Smola THC na GMC je v liniji NCH644 
znižala viabilnost do 40 % (2 in 3 µM), pri 5 µM pa kar za 95 %. V standardizirani, 
ustaljeni GMC liniji (NCH421k) je 5 µM THC znižal viabilnost za 65 %, podobno kot pri 
bolniku štev. 4 (Slika 10). 
 
Smola CBD v naših poskusih verjetno ni bila signifikantno citotoksična zaradi prenizke 
dodane koncentracije čiste snovi v preparatu smole (največ do 1,6 µM). Pri bolnikih štev. 
1, 2 in 5 je znižala viabilnost za 30 – 40 % (Slika 11). Kljub temu je ta koncentracija CBD 
tudi tu bolj znižala viabilnost GMC (do 36 %) kot celic GB. Ocenili smo tudi skupni oz. 
sinergistični vpliv smol THC in CBD v razmerju 1:1 pri treh od petih linij GB in opazili 
sicer nesignifikantni inhibitorni vpliv na viabilnost (Slika 9) tudi pri eni od obeh ustaljenih 
GMC linij, ne pa pri bolniku štev. 4 (Slika 12). 
 
Izražanje proteinov kanabinoidnih receptorjev CB1  smo potrdili v petih od šestih linij GB 
ter v normalnih astrocitih, CB2 pa v štirih od šestih linij GB in v normalnih astrocitih 
(Preglednica 14). V rakavih celicah tkiv GB smo prav tako potrdili izražanje proteina CB1 
v štirih od petih tkivnih rezin bolnikov. Ker je bila večina, razen treh vzorcev v teh serijah 
različna, statistična primerjava med tkivi in celicami ni možna. Vendarle pa pri treh 
bolnikih opazimo podobne vrednosti receptorjev v tkivih in v celicah: tkivne rezine in 
celice bolnikov 2, 5 in 8 so izražali visoko, srednjo in nizko vrednost CB1 in CB2 
(Preglednica 14 in 15), podobno kot v celicah GB izoliranih iz njihovih tumorskih tkiv.  
 
Izražanje receptorjev smo z imunofluorescenco ocenili še v GMC linijah in potrdili, da je v 
GMC sferoidih CB2 bolj pogosto izražen, medtem ko je intenzivnost imunoreakcije višja 
pri receptorju CB1 (Slika 6). Od uporabljenih linij bolnikov smo GMC celice lahko 
izolirali le iz bolnika štev. 4. 
  
Žvar Baškovič B. Vpliv kanabinoidnih substanc na glioblastom z različno izraženimi receptorji CB1 in CB2. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 
48 
Izražanje receptorskega CB1 gena CNR1 smo določali z analizo izražanja mRNK v 
zamrznjenih vzorcih NIB - GLIOBANKE v štirih različnih skupinah tumorskih vzorcev 
naraščajoče malignosti v primerjavi z ne-rakavim možganskih tkivom. Rezultati kažejo 
naraščajoči trend vsebnosti CB1 z naraščajočo malignostjo GB. Zanimiva je višja vrednost 
CNR1 v celicah GB v primerjavi z GMC celicami. Vzorci celic GB so v povprečju izražali 
več mRNK CB1 kot vzorci tkiv GB (Slika 14). 
 
Zaključimo lahko, da smo potrdili trend sovpadanja izražanja receptorjev z učinkom 
kanabinoidov na celice GB. Tako tkivo kot primarne celice GB teh tkiv izražajo CB1 in 
receptorje CB2, vendar v različnih razmerjih (Preglednica 14 in 15). CBD in THC delujeta 
sinergistično, tako v celicah GB kot v GMC celicah, kjer opažamo nekoliko večji 
inhibitorni vpliv smol CBD in THC na matične celice. 
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patologijo Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani. 
 
Na koncu se zahvaljujem še najbližjim za potrpljenje med napornimi leti študija, 
spodbujanje v težkih dneh in za brezmejno podporo v vseh, tudi ne najbolj premišljeno 
zastavljenih življenjskih izzivih. Hvala. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
V upanju, vsem bolnikom.  
